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INTRODUCTION. 


En 1924, C. Zeeller [87], étudiant l’action combinée du sérum 
et de l’anatoxine sur les lésions de diphtérie expérimentale chez 
le cobaye, conclut que l’anatoxine, utilisée en injections sous- 
cutanées, 4 la dose de 0,5 ml pendant trois ou quatre jours, ne 
modifie en rien |’évolution de la lésion constituée. Reprenant en 
1927 [36} ces recherches dans le tétanos, il déclare qu’ « il ne parait 
pas possible de réaliser in vivo chez le cobaye, une saturation des 
éléments nerveux par une injection d’anatoxine ». L’anatoxine 
tétanique, comme l’anatoxine diphtérique, sont, pour cet auteur, 
incapables de « réaliser une saturation des éléments réceptifs ». 
Quelques années plus tard, Prigge {24] montrait que les cobayes 
injectés avec le bacille diphtérique peuvent étre maintenus en vie 
par des injections de toxoide. 

Cherchant a expliquer le mode d’action de l’anatoxine dans la 
séro-anatoxithérapie, G. Ramon [25] émet l’hypothése que l’ana- 
toxine pourrait favoriser ]a dissociation du complexe substance 


(*) Manuscrit recu le 4 avril 1954. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. $7, n° 41, 1954. 4 
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nerveuse-toxine, ce qui permettrait la neutralisation de la toxine 
par l’antitoxine. 

Des résultats encourageants auraient été enregistrés par Cremer, 
ainsi que par Dozent et Palm [8]. Mais d’autres auteurs arrivent 
a des conclusions différentes. Berendt [3] traitant 60 malades par 
cette methode, n’obtient pas de meilleurs résultats qu’avec la séro- 
thérapie seule. Winsche et Munkel [85] arrivent & la méme 
conclusion aprés une étude portant sur 162 malades, ainsi que 
Liicke [48]. 

Krech [43, 44), a réétudié le probleme dans le cas du tétanos 
expérimental de la souris et dans l’intoxication diphtérique du 
cobaye. Dans ses expériences sur le tétanos, l’auteur constate que 
les souris qui ont recu deux injections d’anatoxine en méme temps 
et une heure aprés l’infection (spores tétaniques), présentent un 
retard appréciable dans l’apparition des accidents, ou survivent. 
Dans J’infection diphtérique, linjection d’anatoxine diphtérique a 
doses relativement élevées au cobaye, assure une protection dés le 
troisiéme jour, alors que tous les témoins meurent en quarante- 
huit heures. L’auteur tire de ses recherches la conclusion suivante : 
Vanatoxine agit dans ce cas par établissement d’une immunité 
cellulaire, sans anticorps décelable dans le sang, d installation 
trés rapide. 

Wolters et Dehmel [34], a la suite de recherches effectuées sur 
le cobaye, aboutissent & des conclusions analogues. 

Au cours de recherches sur l’action préventive et curative de 
l’anatoxine spécifique dans l’intoxication tétanique chez le cobaye, 
certains d’entre nous ont montré que l’addition d’anatoxine téta- 
nique brute a des dilutions de toxine tétanique entraine, lorsque 
ces mélanges sont injectés dans les muscles de la cuisse du cobaye, 
un retard dans l’apparition des contractures locales, par rapport 
ace qui est observé chez les cobayes témoins. Dans les conditions 
de cette expérience, ce retard est enregistré quand ]’anatoxine et 
la toxine sont injectées en mélange ou séparément dans la méme 
cuisse, mais il n’est pas observé si la toxine et l’anatoxine sont 
injectées en deux endroits séparés. 

Il peut étre observé déja avec des doses faibles d’anatoxine 
(1/10 de centimétre cube), mais il apparait d’autant plus net que 
la dose est plus élevée. 

En présence de ces résultats, nous avons cru pouvoir augmenter 
l’action de l’anatoxine par injection de fortes doses, par voie vei- 
neuse, 4 des lapins ayant préalablement regu une injection intra- 
musculaire de toxine tétanique. Nous pensions de cette facon, 
pouvoir saturer d’anatoxine toutes les cellules sensibles de l’orga- 
nisme et obtenir par le méme processus un retard dans |’appa- 
rition des contractures généralisées. Les résultats enregistrés n’ont 
pas été encourageants. 


ACTION PREVENTIVE PRECOCE DE L'ANATOXINE TETANIQUE 3 


Nous avons également échoué dans une tentative faite en vue de 
diminuer Vaction dermo-toxique de la toxine diphtérique par des 
injections intraveineuses massives d’anatoxine diphtérique chez le 
lapin. 

Nous verrons plus loin que l’explication de ces échecs doit étre 
recherchée dans l’insuffisance des quantités d’anatoxine utilisées 
par rapport au poids de l’animal. 

Aprés avoir eu connaissance des travaux de Krech [43, 44], nous 
avons repris l’étude du probléme. 


Dans une série d’expériences préalables [26], nous avons pu 
faire les constatations suivantes : 


Il faut employer des doses extrémement élevées d’anatoxine 
tétanique pour obtenir une résistance précoce totale : a savoir, 
Vabsence de tout accident: chez la souris, aprés injection d’une 
DMM-souris, chez le cobaye, aprés injection d’une dose contrac- 


turante égale a 1/10 de DMM-cobaye. 


Nous avons conclu, dans notre note préliminaire, que ces faits 
pouvaient faire l’objet de deux interprétations différentes : 

1° L’anatoxine a4 forte dose sature les récepteurs tissulaires ou 
ferme les voies d’accés a ces récepteurs, de fagon spécifique. La 
toxine injectée ultérieurement ne peut se fixer sur les cellules 
réceptrices, 

2° L’anatoxine a fortes doses provoque lapparition d’une immu- 
nité précoce, d’abord tissulaire puis trés vite humorale. Cette 
immunité précoce serait d’apparition quasi immeédiate (quelques 
heures) et son installation serait d’autant plus rapide que la dose 
d’antigéne employée (anatoxine) serait plus élevée. 

Cette hypothese a été soutenue par Krech [44, 13]. Elle est 
contraire a toutes les données classiques sur la durée d’apparition 
de ’immunité. La constatation, par nos soins, d’un pouvoir neu- 
tralisant dans le sérum de nos animaux paraissait fournir un 
argument en faveur de cette interprétation. 

Certains faits constatés par la suite, en particulier dans l’évo- 
lution au cours du temps de l’état de résistance, nous ont amenés 
a réétudier l’ensemble du phénomeéne. 

Dans un premier temps, nous avons précisé les conditions expé- 
rimentales permettant de reproduire avec régularité le phénoméne 
que nous avons proposé d’appeler protection spécifique précoce. 

Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a préciser son 
mécanisme. L’étude du pouvoir neutralisant du sérum nous a 
fourni des indications précieuses et nous avons été amenés ainsi 
a proposer une hypothése qui permet d’expliquer le phénoméne 
sans modifier les vues traditionnelles sur la durée d’apparition des 
réactions humorales d’immunité, 
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‘TECHNIQUES. 


PREPARATION DES ANATOXINES CONCENTREES. — Les anatoxines 
télaniques concentrées ont été préparées par divers procédés 

a) Technique de Pillemer [24]. 

b) Technique de Boivin a l’acide trichloracétique [4]. 

c) Technique de Raynaud et Turpin a l’acide métaphospho- 
rique [27, 27 b]. 

Nous n’avons pas cherché dans cette série d’expériences a 
comparer du point de vue de leur activité dans le phénoméne que 
nous décrivons, des anatoxines de puretés et de qualités (Kf) 
diverses. Ce point particulier sera traité dans un travail ultérieur. 


ToxINE TETANIQUE D’EPREUVE. — Nous avons employé une 
toxine « stabilisée », c’est-a-dire, une toxine laissée a la glaciére 
pendant quelques mois. On sait que, dans ce cas, la toxicité baisse 
d’abord assez rapidement, pour atteindre une valeur qui reste 
stable ensuite pendant longtemps. 

Dans certaines expériences, nous avons utilisé des toxines 
fraiches ou purifiées. 

Dans tous les cas, la valeur de la dose injectée a été vérifiée 
par injection 4 une série d’animaux témoins inoculés avec la méme 
dilution et en fin d’expérience. 

La DMM est définie comme la dose la plus faible qui provoque 
la mort en quatre jours avec signes nets de tétanos chez tous les 
animaux inoculés : souris de 20 g (DMM souris), cobayes de 350 ¢ 
(DMM cobayes). L’injection de toxine est faite par vole sous- 
cutanée ou intramusculaire, dans un membre postérieur (cuisse). 


Dose CONTRACTURANTE POUR LE CoBAYE. — Cette dose (D.C.) a 
été choisie égale 4 1/10 de DMM ‘cobaye. Injectée par voie intra- 
musculaire au cobaye, elle provoque l’apparition d’une contracture 
iétanique persistante apparaissant trente-six heures a quarante- 
huit heures aprés l’injection. L’animal survit et ne présente pas 
de tétanos généralisé. 

La contracture, dans tous nos essais témoins, est toujours 
apparue dans un délai inférieur ou égal a quarante-huit heures. 
Un retard de deux a trois jours dans l’installation de la contracture 
locale (contracture apparaissant au quatriéme ou cinquiéme jour) 
posséde une signification et témoigne d’un certain état de résis- 
tance. 


Liku DE L’INJECTION D'KPREUVE. — L/injection d’épreuve peut 
étreifaite ; 

a) Dans la méme patte que linjection d’anatoxine (épreuve 
homolatérale), 
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b) Dans la patte opposée (épreuve controlatérale). 

Les résultats de ces deux types d’épreuve ne sont pas iden- 
tiques. L’épreuve homolatérale peut n’étre suivie d’aucun signe de 
tétanos, alors que l’épreuve controlatérale permet l’apparition 
d’un tétanos local. C’est pour éviter l’intervention de ce facteur 
que les expériences finales ont été faites en injectant l’anatoxine 
par la voie intraveineuse. 


NoraTION DES REsULTATS. — Souris : Tl: contracture localisée 
au membre injecté. 

Tg : contracture atteignant le membre injecté et le rachis. 

m :souris mourante 4 la date indiquée ; hypothermie et troubles 
respiratoires. 

ae 8 lMKorRe 

Cobayes : C contracture (avec date d’apparition). 

ex C 36 H: contracture apparaissant aprés trente-six heures. 

Pour chaque expérience, lorsque les animaux protégés étaient 
éprouvés par une certaine dose de toxine, 4 a 6 animaux neufs 
étaient injectés avec la méme dilution de toxine et la dose 
d’épreuve utilisée. Les témoins étaient injectés en dernier lieu pour 
éviter les erreurs possibles dues 4 une inactivation de la toxine 
pendant la durée des manipulations. 

Dans les tableaux, ]’évolution des accidents chez les témoins ne 
figure pas, sauf lorsque, pour une raison quelconque, |’évolution 
dans le temps du groupe témoin a été modifiée ou prolongée. 


RECHERCHE DU POUVOIR NEUTRALISANT DU SERUM DES COBAYES. — 
Le sang a été prélevé par saignée au cceur. On a mélangé 
1/10 DMM cobaye de toxine, avec des volumes variables du sérum 
a étudier (0,5; 1,0; 2 ml). Aprés trente minutes de contact, le 
mélange a été injecté 4 un cobaye neuf, au niveau de la cuisse. 

Les animaux inoculés ont été observés pendant trois semaines 
et la date éventuelle d’apparition de la contracture locale a été 
notée. 

Comme témoin, nous avons utilisé le mélange de sérum de 
cobaye normal avec la méme dose de toxine. 

On peut définir une unité arbitraire de pouvoir neutralisant 
comme le plus faible volume de sérum qui empéche l’apparition de 
toute contracture locale dans les conditions ainsi définies. 

Le pouvoir neutralisant dans nos tableaux sera exprimé en 
nombre d’unités arbitraires (U. C.) par millilitres. Nous avons en 
général effectué cette détermination sur un mélange de sérums 


provenant de 3 a 4 cobayes. 


EXTRACTION A PARTIR DES TISSUS DE LA SUBSTANCE NEUTRALISANTE. 
— Les lissus injectés (muscles de la cuisse) sont prélevés aprés 
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saignée a blanc des animaux et broyés au mortier avec du sable 
stérile et de l’eau physiologique glycérinée. Le mélange ainsi 
réalisé est placé a 0° pendant trois jours. On centrifuge. On 
recherche le pouvoir neutralisant du liquide surnageant par 
injection de mélange en proportions variables de ce liquide 
d’extraction avec 1/10 de DMM cobaye. 

Les témoins effectués avec des extraits de muscle de cobayes 
neufs ont montré l’absence de substance neutralisant ou détruisant 
la toxine tétanique dans ces extraits. Cette technique d’extraction 
se rapproche de celle utilisée par divers auteurs [5, 6, 19, 22, 34). 


R&SULTATS. 


1° GintratitEs. — Lorsque l’injection d’anatoxine est faite par 
voile intramusculaire chez le cobaye ou par vole sous-cutanée chez 
la souris, la mise en évidence de la résistance a l’injection 
d’épreuve est compliquée par le fait suivant. 

Lorsque l’injection d’épreuve est homolatérale, c’est-a-dire 
effectuée dans la méme région que Jlinjection d’anatoxine, 


TABLEAU I. 
grr ee oe : H 
H Quantité t Lieu CEH th Lieu de ;ObservationjConclusion § 
: : : : : : 
;d'anatoxine; jection etil'injection; des ?Résistance ; 
- v4 : 
${ injectée mode $ d'épreuve !animaux i 
‘ ‘ : : : : 
: Voie s.cut.! Cuisse D !C 20 jour! i 
: ee rps a iy ees 
i Z égion abd,}{ -id- HMO 2 aiogbr et . 
iii 2.8 sO.) ek SS aS SE Ree Se 
% 8 

{ Anatoxine {Cuisse D | -id- { Néant lahore 
$ Tétanique $} I.M. ;  cid- ; Néant : 
. 8 t t : H 
i icuisse G@ | -da ! C0 6° jour! 
: ae Z eo Jour: partielle } 

a . = ea ] ' t 
i : Mt : i H gOUr (retard) ! 
01 Boise Ig: : : 
re Boculs) -id- i (SYS ta i Nulle i 
i sbcgs.on oe -id- H Cea’ jours : 
; i oes IR aa RRC R ng a 
i .000 UF -id- SIC OC ; t 
Anatoxine id : : bg! 
i Ne jCalsseiDyny ase os Rec bee oe t 
i Diphtériqué I.M SUE Geeeeeeeneeeee Se 
Sculls psp BS GC Oo ch aaa aes : 
: s 8 t r] e e 
i t -~id- i Cae jours : 
EEE eet : 


BN Anatoxines concentrées précipitées par l’acide trichloracétique. Anatoxine 
tetanique : 6 000 UF/ml. Anatoxine diphtérique : 5 000 UF/ml. 
" Voie I.M 1/10 de DMM Cobaye. 
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l’évolution du tétanos est moins sévére que lorsque l’injection est 
hétérolatérale, c’est-a-dire, faite dans le membre opposé a celui 
qui a recu Panatoxine ou dans une région suffisamment éloignée. 
Ce phénoméne est bien mis en évidence dans les expériences rap- 
portées au tableau I et tableau II. 

Chez la souris, nous avons, dans une premiére série d’expé- 
riences, opéré en injectant pendant trois jours consécutifs de ]’ana- 
toxine tétanique brute ou purifiée [43, 44] et nous avons comparé 
Veffet d’une injection d’épreuve homolatérale ou controlatérale 
d'une DMM de toxine. 

L’examen des lignes 2 et 3 du tableau If montre que lorsque 


TaBLeau IL. 
‘ + ¥ ' nS t 
Nature de } Dose 4 Dose § Epreuve 3 4 
: ‘ H H : H 
{] 'anatoxine}journaliére! totale a Gt Dian) Résultats 4 
i : i H i A 
; ; : : : OT astanos** St 
H H H : : Tétanos : Tétanos ! Proportion de survies | 
: : H : i localisé i généralisé} 4° jour} 10° jour} 
; : i : H HAO sarin Goes Ho Gy | Hy OE 
Brute (1) } 20 bo 6000 $$ 
; i : eC i asi jouhiuetaiour | s/se Ae ois eh 
1 ' ' e ' ' ' ' . 
(a a ne ee 
i H i f H ¢ 5¢ jour | Néant | 5/5 $ 5/5 3 
Cae) Me aa pele ode a aes ai eS ee 
H H H H Cc t 4° jour { 6° jour ; 5/5 Hy 9/5 £ 
‘ ‘ i : t t i H H 
: : : He oN Gent Ue Néaont mt ens oi oat a t5/ Sues 
’ ee, ' ‘ ' ' ‘ ' ‘ 
H Purificée(3} 20 H 60 + Sage Iga GREET ID SG GR SSSR eS REE SES Se aT 
H H : H Cc $ 4° jour {| Néant H 5/5 H 5/5 : 
' ' ' 8 ' ' ' ' 7 
ne eae LE EEE LEE Ie Ine 
H H . 4 H { Néant : Néant H 545 H 5/5 H 
‘ Purifiée(4} 200 i 600 ee ea ee 
i t i H c P Neactee eaeNeant 6 4) We 5) 5a is) wi5/> mm is 
' ' t a ' ' ‘ ' . 
' Témoin H Néant H Néant : 1 DMM H 2° jour : 3° jour H 0/20 H : 
+ 1 t ' ' t : $ 5 


*H: Epreuve homolatérale : linjection d’épreuve est faite dans le membre 
qui a regu préalablement les injections d’anatoxine. 

C : Epreuve controlatérale : l'injection d’épreuve est faite dans le membre 
opposé. 

** Date et apparition du tétanos localisé chez 100 p. 100 des animaux. 

~~ Date et apparition du tétanos généralisé chez 100 p. 100 des animaux. 

Les jours sont comptés a partir de l’injection d’épreuve. Les animaux en 
expérience (souris de 20 g) ont recu une injection par jour pendant trois jours 
consécutifs d’anatoxine tétanique; vingt-quatre heures aprés la derniére injec- 
tion, ils ont recu un DMM de toxine tétanique. 


l’épreuve est homolatérale, le tétanos évolue de facon moins sévére 
que lorsque |’épreuve est controlatérale. 

Le phénomeéne est spécifique. Il n’est pas dt a l’action de 
protéines microbiennes quelconques, puisque l’injection préalable 
d’anatoxine diphtérique concentrée n’exerce aucune action, comme 
le montre le tableau I. 

Cette spécificité est aussi trés évidente dans les expériences 
suivantes, effectuées sur la souris. 

Pour éviter Vintervention du phénomeéne local signalé précé- 
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demment, l’anatoxine a été injectée par voie intraveineuse (ces 


expériences ont été publiées dans une note anterieure avec 


le D? Wright [28]). 


Les résultats sont rapportés aux tableaux III et IV. 


TabLeau III. 
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Le degré de résistance obtenu aprés une injection unique d’ana- 
toxine concentrée peut étre évalué, sinon mesuré avec exactitude, 


par diverses techniques. La premiére consiste 
tion d’épreuve aprés un délai fixe (nous 


a effectuer l’injec- 
avons choisi vingt- 


5 


anatoxine qu'il 


quatre heures) et & déterminer la dose minima d’ 
faut injecter pour oblenir une protection totale. 


Les 


, exprimée en unités de 


‘e de lanatoxine employée. 


Le tableau IT montre que cette dose 


floculation, varie avee la natur 
différences qualitatives que l’ 


on peut ainsi mettre en évidence entre 
valeur floculante feront l’objet d’une 


des anatoxines de méme 


communication ultérieure. 
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Dans les recherches que nous rapportons ici, nous nous sommes 
contentés, pour supprimer cette influence, d’utiliser dans chaque 
expérience, le méme lot d’anatoxine tétanique concentrée 
(tableau IV). 


TaBLeau LV. 


Dese Résultats » 


d'anatoxine Survies au Observations 


(U.F.) 10° jour 


to be 00 00 00 00 00 ae or oe 


ND 
S 
(oe) 


6/6 Aucun signe de tétanos 
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Détermination de la dose minima protectrice chez la souris. Anatoxine 
injectée par voie intraveineuse. Injection d’épreuve d'une DMM de toxine vingt- 
quatre heures aprés. Ce tableau montre que l’on obtient une protection partielle 
pour des doses assez faibles, mais que pour réaliser une protection totale chez 
400 p. 100 des animaux, il faut employer une dose élevée (200 U.F.) j 

De plus, les résultats bruts finals (proportion de survies) ne fournissent 
qu’une image approximative de la résistance. Les tableaux complets, ou l’évo- 
lution est notée pour chaque animal individuellement, montrent que les dosrs 
relativement faibles d’anatoxine exercent toujours une certaine protection 
spécifique qui se manifeste par un retard de l’évolution du tétanos. 


Si l’on injecte a ]’animal des doses de plus en plus fortes d’ana- 
toxine, on peut le protéger contre l’action d’une dose plus élevée 
de toxine, injectée vingt-quatre heures aprés. Dans ces conditions 
expérimentales le pouvoir préventif et la toxicité présentent un 
certain aspect compétitif (tableau V). 

Le tableau V montre qu’il est impossible de dépasscr la dose de 
700 U. F. chez la souris avec l’anatoxine employée, celle-ci pré- 
sentant 4 ces doses une toxicité propre résiduelle sur laquelle 
nous avons insisté dans une autre communication [29]. 
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TABLEAU VY. 


‘ Dose ‘ Dose i Résultats i : : i 
sd'anatoxine 4 d'épreuve ; Proportion de survies ¢ Observations H 
Se Qaeits)) s nombre de } H : 
: i pM tau 10° j ; au 20° gj $ : 
1 1 ' ’ ' 

H 200 H 1 i 6/6 : favcun signe de tétanos 
i 200 H 2 : 1/6 : '5 sour.mortes entre 5° j et colt 
fey 200 ee st eid th O/6 ue wt :Cins ea W 6 gaat Gots 
i 200 Hah fT oem as ig " n 3° J et Bj: 
i 200 freee PF lofe. a WS Moe i ret e8 ae 
i 200 ers sna C/E mints peau " "6% 3 et B93} 
i 200 : 30 i 0/6 : 16 _ sy i> 3 et eas 
H 200 H 300 H 0/6 : 16 uu UT # 1:05 ete Oat 


; 5 t H H B i : 
H 350 i 2 H 6/6 H 2/6 ! 2 
i 350 H 3 i 4/6 i 1/6 : : 
t 350 H 4 H 6/6 i 1/6 ; C 
J : 7 
‘ 350 i 5 H 6/6 ‘ i6 sour.mortes entre 7° 3 et 2°28 
' 
2 350 i Néant - 6/6 : 3/6 iL'anatoxine employee possede . 
‘ ’ ‘ s ' . 
: t(témoins ! : tune toxicité résiduelle propre § 
t ‘7 
H tanatoxine) : : : t 
t 1 ’ ' t c 
1 ’ = ' 1 1 t 
i 700 H ie i 6/6 i 2/6 ' t 
H 700 H 5, : 6/6 : 0/6 i : 
t t z : : z 
t 700 : 6 : 2/6 : 0/6 : : 
' ' 7, ' ' t 
H 700 : 8 x 0/6 : '6 sour.mortes entre 8° ) et 10°: 
' ' ? .7 t 
: 700 : 10 : 0/6 : : : 
‘ 700 $ Néant A 6/6 : 1/6 ‘Toxicate residuelle de l'anato-$ 
1 ! 1 t 1 = 
H : H H ‘xine employee. : 
' ’ 1 1 ' t 
0 SSS SS = = 
: 1400 : Néant : 3/6 i 0/6 tToxicite residuelle de i'anato-! 
' ' 1 t r 
. “ H z ‘xine employee. . 
: : : : : : 


Souris de 20 g. Anatoxine, les doses indiquées ont été injectées sous le 
volume de 0,5 ml par voie intraveineuse. L’injection d’épreuve a été faite vingt- 
quatre heures aprés. Toxine injectée par voie sous-cutanée. 


Si on limite le délai d’observation a dix jours, on constate que 
cette toxicité propre ne se manifeste pas jusqu’a 700 U. F. 

On voit que l’on obtient alors une protection totale pendant 
dix jours pour les doses indiquées au tableau VI qui résume les 
résultats du tableau V. 


Tasceau VI. 


Anatoxine Dese de toxine Survies au 10° j 
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par épreuve hétérolatérale). On note une résistance partielle au 
bout de neuf heures et une résistance totale au bout de quinze 


heures (tableau VIII). 
TaBLrau VIII. 


iEpr. honolatérale Epr. controlatéral¢ 
: 1 heure™ i Aucun accident xf C 36 heures : 
: 6 heures* : -id- i C 36 heures : 
' 9 heures* : ~id- ' © 50 heures : 
: 14 heures”™ i -id- : C 60 heures : 
i 15 heures* i -id- Aucun accident 


“Intervalle de temps séparant l’injection d’anatoxine de l'injection de toxine. 
Cobayes 36000 U.F. (6 ml & 6 000 U.F./ml). Injection intramusculaire dans la 
cuisse droite. Injection d’épreuve : 1/10 DMM cobaye. 


TasLeau IX. 


t 1 1! ' ' 
!Intervalle i Epreuve controlat¢érale } Epreuve homolatérale } 
: ; avec H avec ' 
: 0,1 DM ; 1 DMI ; 10DmN 1DMM ; 10DMm $ 
1 ' 8 J ' ' ' 
Ss sss. sss. sss sss jj; _ > 

! ' ' ' ' 
: 45 min. 1 6-36 h. ; C36 4 {aucun ace.f ¢ 24h } 
1 ‘ ' 
. : t “survie . : : M49) = 5 
' ' , ' ' ! ' 
1 t 5 t ' t t « 
' 30) min. i C560 Toe Cees 4 - f Aucun acc. ¢ C245 hey 
1 1 4 . ' ': 
; H $ survie i t to SRE Sang s 
' t t 1 ' ' ' 
Tae ‘ 4 t 3 1 t ree t 
: ivheuress (C756) he ieee 20h fC) cas hee Aucimeacc.* G26, hn 7% 
' ' t ' ' ' ' 
i H i survie H 7 Wes t i Bl 2a t 
, Oe ee sss ase 
+ G6 heures? C48h ! C36h $ C26h #! Aucmacce.! C 36h ! 
' 1 ‘ Sug : 
i : f survie ! M 4j ! 8 5.9 OM 
' ' ' ' ' ' ' 
eS SS eS Ce 
i 9 heures fAucun acc. t Gar4aa3 ' C 24h t Aucun ace.! C 36h i 
' ' ' ' 1 1 
, fourwie 2M d ios tie 3h 
r ’ s 
: 15 heuresfAucun acc. !° Aucun ace.! C 24h ! Aucun acc. ! C 24h ‘ 
. 7 ' ‘ ' . . 
; H H Heme as t tan ee 
' ' : ' ' ’ ' 
‘ ' ' ' 
{ 24 heurestaucun acc, Ge 5 C 36h : eT fl er? 

i : t 
: i § survie Lae ue oes {  survie 4 MS je & 
' ' 1 ' ' t ' 
' 
t 48 heures }Aucun acc. CP ra sj C 36h i OTE al i C 24h : 
' ' 

He ; {} survie Sein) } survie : i 3 i 
' ' ‘ : ' 
tak i i i i i : 


Cobayes : 36 000 U.F. d’anatoxine voie intramusculaire, cuisse droite. 
Epreuve : effectuée avec 0, 14, 1,10 DMM dans la méme cuisse (homolatérale), 
dans la cuisse opposée (controlatérale). Résultats : C, contracture aprés x heures 


ou jours). Colonne 4 : Intervalle de temps séparant Vinjection d’anatoxine de 
Vinjection d’épreuve. 
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Le tableau IX montre que dans l’épreuve controlatérale, la résis- 
tance se manifeste de facon différente vis-a-vis des accidents locaux 
et des accidents généraux. La résistance aux accidents locaux 
provoqués par l’injection de 1/10 de DMM n’apparait qu’au bout 
de quinze heures. La résistance générale A 1 DMM (survie avec 
contracture localisée) est trés rapide (quasi immédiate : quinze 
minutes). 

Dans V'épreuve homolatérale, la résistance aussi bien aux acci- 
dents locaux qu’a l’action létale est immédiate. 

Au bout de vingt-quatre heures et surtout de quarante-huit 
heures, on note une diminution nette de la résistance aux accidents 
locaux, quel que soit le mode d’épreuve (homo ou controlatérale). 

La résistance locale parait étre en rapport avec la présence, au 
lieu méme de injection d’épreuve, d’anatoxine en quantité suf- 
fisante pour empécher, par compétition, la fixation locale de la 
toxine. 

L’évolution de la résistance aprés injection intraveineuse d’ana- 
toxine a la souris a été étudiée dans une expérience qui est 
résumée dans le tableau X. 

Pendant les vingt-quatre heures qui suivent l’injection intra- 
veineuse de la dose définie et trés élevée (dose protectrice précoce) 
d’anatoxine tétanique, la résistance des souris est totale, c’est-a- 
dire que l’injection d’épreuve de 1 DMM de toxine ne provoque 
aucun accident chez aucun des animaux éprouvés. Tous survivent 
sans présenter le moindre signe de tétanos. 

Entre le deuxiéme et le septicme jour, cette résistance diminue. 
La baisse de la résistance se traduit par deux faits que l’on peut 
mettre en évidence en inoculant des groupes d’animaux jour aprés 
Fours 

1° Une certaine proportion des animaux meurent aprés des 
détails qui se rapprochent de plus en plus des délais de mort chez 
les témoins. 

2° Une certaine proportion des animaux, quoique survivant en 
définitive, présente des contractures tétaniques locales tempo- 
raires. 

Vers le dixiéme jour, les animaux ayant recu la dose massive 
d’anatoxine, meurent presque tous (5/6) dans des délais brefs (un 
a cing jours). 

Par la suite, la résistance remonte et devient trés élevée ; il 
s’agit la de l’apparition classique de l'état d’immunité. 

L’état de résistance précoce s’accompagne de la présence dans 
le sérum d’un pouvoir neutralisant. L’expérience a été faite sur 
le cobaye. Ce pouvoir neutralisant évolue comme l'état de résis- 
tance précoce chez la souris. Il est maximum tout a fait au début. 
Il diminue trés vite, devient nul, pour remonter par la_ suite 
lorsque s’installe l’immunité classique. 
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‘ Pour faire apparaitre le pouvoir neutralisant précoce du sérum, 
il faut injecter des doses relativement trés élevées d’anatoxine 
(Cf. tableau XI) : 3000 A 6 000 U F. 


TABLEAU XI]. 
iQuantité d'anatoxing Volume de sérum } Observation H Titre H 
se , = ‘ Sis H = ’ 
Sinjectée (U.F.) tmélangé & 0,1 DMM ! des cobayes * * (unites centractun 4 
3 H : : rantes) H 
a i : 
600 i 2 ml i CL 2° jour i < 0,5 i 
’ 
: H 1 ml £¢ 2° jour i H 
2 ' : 
H f 0,5 mi fc 3° jour : 
NN eee i 
+ 4000 H i i i 
H H 2 ml iC 3° jour : < 0,5 : 
H : 1 ml 7G. 4°) jour : i 
ry ‘ ‘ i 
’ : 0,5 mi ic 3° jour i : 
s ' ' ' ' 
' ' 
i 3000 4 2 ml : Aucun accident ! 0,5 i 
o7 
: i 1 ml iC 5° jour : i 
’ ' ’ 
H HORS emt + 3° jour : i 
’ 1 t : 1’ 
1 7 ‘ 
} 6000 : oval ' aucun accident ! 1 H 
‘ 
i ; 1 mal H eeites H H 
1 ’ 1 
: : 0,5 ml $C 5° jour 1 
1 ' t ? t 
1 t 1 Fy 
H 18000 : 2 ml { Aucun accident . 1 
1 
i 1 ml : =u is 
‘ sg 
: . 0,5 ml C58) jour. ; 
’ ’ ' t 


1 ' 1 
+ 24000 : 2nd ! aucun accident ! 1 
’ ’ ' 
: i 1 ml : ~id- i 
i i 0,5 m fc 5° jour 
' H 2 mi(+1 Doh Cc 5° jour M 4°33 
' ' ’ ‘ 
' ry 
36000 i 2 ml ! Aucun accident . ! 1 
1’ , t 
: 1 ml : ~id- i 
t 1 


3 2 
2 mi( +1 Dic 3° jour M 5°5} 


Hf |retemeun 


C : contracture nette; CL : contracture légére 


Le pouvoir neutralisant est perceptible dans le sérum trés pré- 
cocement, une heure aprés |’injection d’anatoxine (Cf. tableau XII). 

La « substance neutralisante » peut étre extraite a partir des 
tissus chez animal « protégé » (Cf. tableau XIII). 


INTERPRETATION. 


L’injection de doses élevées d’anatoxine tétanique chez l’animal 
provoque, en dehors de la réaction immunitaire classique dont les 
premiéres manifestations ne peuvent étre pergues chez un animal 
neuf qu’aprés un délai de latence assez prolongé, de l’ordre de 
vingt-cing jours, un état de résistance spécifique précoce, qui 
s’installe en quelques minutes. Cette résistance est d’autant plus 
marquée que la dose d’anatoxine injectée est plus élevée. Elle 
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diminue par la suite pour disparaitre presque complétement vers 
le septiéme jour. 
TaBLeau XII. 


i Date du {activité neutrali- 
prélévement ysante du sérun. i 
7 ED 
i 1 heure i 2 UC 
i 6 heures 2 UC t 
i g heures 1 uC 
: 14 heures i 1 UC i 
i 15 heures 1 UC 
24 heures 1 uC 


Divers cobayes recoivent par voie intramusculaire 36 000 U. F. d’anatoxine téta- 
nique. On effectue les prélévements de sang 4 certains de ces cobayes, aprés des 
intervalles variés indiqués & la colonne 41. Le pouvoir neutralisant de ces 
sérums est déterminé comme dans l’expérience précédente. Les résultats sont 
rapportés en nombre d’unités arbitraires (UC) par millilitre de sérum. 


TasLest XIII. 


Liquide exa iné Vclume de liquide |} Observation des Unités totales du 
’ 


ro] 
mélangé @ 1/10 DMM fanimaux insculés liquide d'extraction 


Aucun accident . 12 


' 
’ 
H s 
s (ou du sérum) 
' 
Liquide de broyat { 1 ml ' 
‘ ‘ 
‘ 


de la cuisse droité 0,5 ml CG) 4° Jour H ( 1 Ufa) 


' 
: 
' 
‘ 
: 
' 
' 1 
' ' ' 
$ Liquide de broyet ! 5 ml : C 4° jour H <2 
' ' ‘ 
tie la cuisse gauche { 2 ml : Cc 4° jour H 
' s ' 
i H 1 ml : C 4° jour : 
‘ ' t ‘ 
‘ ' s ' a ' 
{ Liguide de broyat $ 5 al : € 4° jour i <2 H 
‘ ’ ' ‘ e 
t de la cuisse d'un } 2 ml 4 C5?" jour ; : 
‘ ' . ‘ . 
# cobaye neuf H 1 ml : c. 2° jour : 4 
‘ ‘ ‘ ' . 
+ Sa NER eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneen=t meee 
§ Serum cobaye 4 1 ml + Aucun accident H 1 UC/ml H 
s ' ' ' 
$ "An toxine” ‘ 0,5 ml : C 4° jour : 
‘ ' ' . 


Quatre cobayes recoivent dans la cuisse droite 36 000 U.F. d’anatoxine. 
Quatorze heures aprés, 2 des cobayes sont saignés & blanc. Les muscles de la 
cuisse sont prélevés, broyés au mortier avec de l'eau physiologique glycérinée 
(42 ml). On laisse 4 0° pendant 3 jours. Aprés centrifugation, le liquide sur- 
nageant est mélangé avec 1/10 de DMM de toxine. Aprés trente minutes de 
contact, le mélange est injecté & des cobayes neufs. La substance « neutra- 
lisante » ne se retrouve en quantité décelable que dans le sérum et les muscles 


du membre inoculé. 
Discusston. 


I] nous est apparu trés peu probable que cette activité neutra- 
lisante soit en rapport avec une élaboration quasi immédiate d’anti- 
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corps. Nous avons pensé alors qu’il fallait revenir A la premiére 
hypothése que nous avions formulée pour expliquer l’action 
spécifique précoce. 

Le pouvoir neutralisant apparent du sérum serait lié a la pré- 
sence d’anatoxine en concentration suffisamment élevée, aussi bien 
dans les humeurs que dans les tissus. L’anatoxine tétanique pro- 
tégerait l’animal en entrant en compétition avec la toxine pour les 
récepteurs cellulaires spécifiques. 

In faveur de cette hypothése, les arguments que nous apportons 
sont de deux ordres : 


1° ARGUMENTS INDIRECTs. — a) Apparition immédiate de la 
résistance. 

b) Degré de la résistance maximum dés le début. 

c) Décroissance rapide, avec disparition au bout de quelques 
jours. 

d) Durée trés courte. 


2° ARGUMENTS EXPERIMENTAUX. — I] est évidemment impossible 
d’apporter une preuve directe de ce mécanisme autrement qu’en 
employant alternativement une toxine et une anatoxine marquées 
avec un élément radioactif qui permette la détection de trés faibles 
quantités de ces substances et surtout qui permettent de vérifier 
qu’en présence d’anatoxine tétanique il y a réellement absence de 
fixation de la toxine sur le tissu nerveux. Nous nous efforcons de 
rassembler les éléments nécessaires A la réalisation d’une expé- 
rience de ce type, qui nécessite des crédits relativement importants. 

Nous avons seulement voulu rechercher, avec les moyens dont 
nous disposions, si nos données expérimentales étaient compatibles 
avec cette explication. Pour cela, nous avons recherché si les 
sérums et les tissus des animaux présentant un pouvoir neutra- 
lisant « apparent » contenaient bien de l’anatoxine tétanique. Il 
nous a été facile de mettre en évidence |’anatoxine dans ces 
sérums, en utilisant la réaction anamnestique. 

Mise en évidence de l’anatoxine dans le sérum des cobayes, en 
état de protection spécifique précoce. 

Six cobayes de 400 g recoivent 36000 U. I’. d’anatoxine en 
injection intramusculaire. Vingt-quatre heures apres, on préléve 
le sang par ponction cardiaque. Le sérum recueilli est lyophilisé. 

Douze cobayes neufs sont vaccinés avec une trés faible dose 
d’anatoxine tétanique brute (0,6 U. F.). Vingt-cing jours apres, on 
préléve a 6 d’entre eux, quelques centimétres cubes de sang, et 
on détermine le titre antitoxique de leur sérum par la méthode 
internationale classique. 

Le mélange des sérums lyophilisés des cobayes « anatoxinés » 
est redissous dans un volume d’eau physiologique égal au quart 
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du volume initial pour réaliser une concentration appréciable des 
substances qu’il contient. On en injecte 1 ml a 4 cobayes préala- 
blement vaccinés. Un cobaye recoit sous le volume de 0,75 ml le 
liquide de lavage de l’ampoule ayant contenu le sérum lyophilisé. 
Les 5 cobayes vaccinés restants regoivent 25 et 50 U. F. de la 
méme anatoxine qui a été employée pour leur vaccination. 

On préléve du sang chez tous les animaux cing jours et douze 
jours aprés la deuxiéme injection. On titre l’antitoxine dans leur 
sérum par la méthode internationale (tableau XIV). 


TaBLEAU XIV. 
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Si Paction neutralisante du sérum des cobayes « anatoxinés » 
était due 4 la présence d’antitoxine que l’on retrouverait diluée 
dans l’organisme des cobayes d’épreuve, le pouvoir neutralisant 
de ces derniers devrait étre plus faible le 6 mars 1953 que le 
28 février 1953. 

L’élévation du taux d’antitoxine dans le sérum de ces animaux 
préalablement vaccinés s’explique, par contre, si l’on admet que 
le sérum des cobayes « anatoxinés » contient de ]’anatoxine en 
quantité suffisante pour que injection de ce sérum fonctionne 
comme une injection de rappel. 

La prévention spécifique précoce que l’on peut obtenir par 
injection de doses massives d’anatoxine tétanique, ne serait done 
pas en rapport avec une élaboration accélérée d’anticorps. Elle 
résullerait seulement de la réalisation dans tout lorganisme, et 
en particulier au lieu d’inoculation, d’une concentration élevée 
d’anatoxine. Cette anatoxine entrerait en compétition pour le 
substrat sensible avec la toxine injectée, soit simultanément, soit 
ultérieurement. Tant que la concentration en anatoxine serait suffi- 
samment élevée, cette compétition empécherait la fixation de la 
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toxine tétanique, qui resterait ainsi parfaitement inoffensive. Ce 
mécanisme compétitif permettrait peut-étre de rendre compte d’une 
série de faits analogues signalés dans d’autres domaines et ou l’on 
peut observer soit des immunités locales sans immunité humorale 
(Besredka), soit des états de résistance des organes sans anticorps 
décelables dans les humeurs (Cannon et Sullivan). L’immunité 
locale est souvent plus grande dans le tissu ot l’antigéne a été 
introduit. 

On sait aussi que dans certaines maladies a virus, |’état réfrac- 
taire peut étre limité au tissu ou a l’organe inoculé et ne s’accom- 
pagner d’aucune production d’anticorps (P. Lépine) [47]. 

Ces états réfractaires pourraient étre simplement en rapport 
avec le blocage des récepteurs tissulaires ou cellulaires disponibles 
soit par un antigéne modifié, soit par un virus atténué, blocage 
qui en empéchant l’atteinte immédiate par le toxique spécifique des 
cellules ou des éléments cellulaires sensibles, laisserait a l’orga- 
nisme le temps de détruire ou d’éliminer les protéines ou les 
nucléoprotéines pathogénes, comme il élimine les éléments de 
méme nature chimique provenant de microorganismes non patho- 
génes. Si la toxine tétanique ne peut se fixer sur ses récepteurs 
particuliers, momentanément saturés par une anatoxine non 
toxique, elle est éliminée ou détruite par lorganisme comme une 
protéine banale. 

Si cette explication est confirmée, elle pourra fournir la base 
d’une thérapeutique préventive nouvelle reposant sur |’empéche- 
ment compétitif de fixation des virus ou des toxines. 

Nous avons essayé de voir si le déplacement inverse était 
possible, c’est-a-dire si l’anatoxine 4 hautes doses était capable 
de guérir un tétanos déclaré. Les expériences que nous avons 
rapportées ci-dessus montrent qu’il est facile de donner de fausses 
interprétations thérapeutiques si l’on ne précise pas les condi- 
tions expérimentales. En effet, si l’on injecte ]’anatoxine trés peu 
de temps aprés une DMM de toxine, mais avant l’apparition de 
tout signe de tétanos chez l’animal, on peut obtenir la survie des 
animaux. C’est cependant tout a fait 4 tort que l’on pourrait envi- 
sager l'emploi de ces doses massives d’anatoxine, tout au moins 
dans l’état actuel de leur préparation, pour déplacer la toxine. 
Si l’on attend pour effectuer les injections d’anatoxine que les 
premiers signes, méme trés discrets de tétanos soient apparus, 
Vinjection de doses massives d’anatoxine tétanique est incapable 
d’assurer la survie des animaux, ni méme de modifier de fagon 
appréciable l’évolution des symptémes. Nous avons choisi comme 
période initiale d’injection le moment ou, aprés inoculation a la 
souris d’une DMM de toxine au niveau de la cuisse, apparaissent 
des contractures localisées aux muscles des orteils et du pied 
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(Iégére extension du pied sur la patte), au niveau du membre 
injecté. é 

‘Les tableaux XV, XVI, XVII montrent que l’anatoxinothérapie 
massive a été sans action sur ]’évolution fatale du tétanos pro- 
voqué par l’injection d’une DMM. On observe seulement un léger 
retard dans l’évolution des accidents chez les souris traitées par 
rapport aux souris témoins. 


TarLeau XV. 
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Pourtant la fixation de la toxine sur le névraxe n’avait pas 
encore atteint les centres essentiels, puisque l’injection de doses 
élevées d’antitoxine a assuré la survie d’un nombre appréciable 
d’animaux (tableau XVII). 

Ces expériences prouvent que, si le mécanisme de compétition 
que nous avons indiqué pour expliquer l’action préventive spé- 
cifique est bien exact, Vaffinité de Panatoxine pour le récepteur 
spécifique est beaucoup plus faible que celle de la toxine et que, 
lorsque celle-ci est déja fixée sur les tissus récepteurs, l’ana- 
toxine est incapable de dissocier ce complexe de fagon appréciable. 

La compétition entre toxine et anatoxine ne peut donner des 
résultats favorables a cette derniére que si l’anatoxine a été intro- 
duite avant la toxine dans l’organisme, ou si elle est introduite 


par une yoie qui lui assure un accés plus rapide aux centres 
récepteurs. 
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TABLEAU XVI. 
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Ces essais de thérapeutique par l’anatoxine tétanique a haute 
dose ont été répétés un grand nombre de fois, toujours avec les 
mémes résultats négatifs. Nous avons pensé utile d’en rapporter 
certains en détail, car ils montrent bien que seule la thérapeu- 
tique par l’antitoxine instaurée trés précocement peut laisser un 
espoir d’empécher |’évolution du tétanos en intervenant lorsque est 
faite la fixation sur un groupe de cellules nerveuses, non pour 
déplacer la toxine, mais pour protéger des centres encore 
indemnes. 

Tasieau XVII. 
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Ces expériences permettent aussi de préciser que la séro- 
anatoxithérapie, telle qu’elle est préconisée par l’école fran- 
gaise (Ramon), ne présente que des avantages et reste dépourvue 
d’inconvénient, a condition de n’injecter que la dose habituelle 
et relativement faible d’anatoxine tétanique. La seule méthode 
thérapeutique valable reste la sérothérapie, l’anatoxine n’inter- 
venant que pour permettre l’installation ultérieure de 1’état immu- 
nitaire actif. Mais celui-ci n’apparaitra que tard (huit A quinze 
jours aprés l’injection), aprés que sera passée la période critique 
pendant laquelle la vie du malade restera menacée. 

Ces expériences nous laissent aussi supposer -qu’il y a un 
danger rée] & ne pas employer la sérothérapie préventive chez 
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un sujet non vacciné. L’anatoxino-prévention n’a de base expé- 
rimentale réelle que lorsqu’elle est pratiquée chez un sujet vacciné 
et que l’on peut avoir un espoir valable que l’injection de rappel 
provoquera la remontée rapide des anticorps, caractéristique de 
la réaction anamnestique. 

On ne saurait done trop recommander de ne pas abandonner 
Vhabitude, chez les sujets non vaccinés, de la séro-prévention des 
plaies suspectes. 


CONCLUSION. 


Nous pensons que la résistance spécifique précoce obtenue chez 
animal par l’injection de doses massives d’anatoxine correspond 
a un phénoméne distinct du phénoméne immunitaire classique. 
Il est & rapprocher des phénoménes compétitifs dont on connait 
de nombreux exemples en biochimie : |’anatoxine entrant en 
compétition avec la toxine pour la fixation ou pour l’accession 
a un groupe de cellules données, 4 condition d’avoir été injectée 
avant la toxine. Tant que la concentration d’anatoxine dans ]’orga- 
nisme resterait supérieure 4 un certain seuil, la toxine serait sans 
action. L’affinité de l’anatoxine pour ce substrat ou ces cellules 
serait beaucoup plus faible que celle de Ja toxine. 

En effet, Ja quantité d’anatoxine qu’il faut injecter pour 
empécher la fixation d’une DMM de toxine est extrémement élevée 
(rapport : 200 UF/1 DMM = 2.105). 

Par ailleurs, si la toxine (une DMM) a été injectée avant |’ana- 
toxine, linjection de cette derniére méme a des doses aussi 
élevées que 10000 UF chez la souris, est incapable de modifier 
de facon notable ]’évolution de Ja maladie : les animaux meurent 
dans des délais sensiblement les mémes que les témoins et, 
malgré des essais répétés, il nous a été impossible d’envisager 
Vemploi de l’anatoxine 4 doses élevées dans un but thérapeutique. 
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CONCENTRATION DE DIVERSES TOXINES 
ET ANATOXINES PAR L’ACIDE METAPHOSPHORIQUE 


par A. TURPIN, M. RAYNAUD et E.-H. RELYVELD (*) 
[avec la collaboration technique de J. RIZA.] 


(Service des Anaérobies, Institut Pasteur, Garches.) 


La concentration des anatoxines offre de nombreux avantages : 
elle fournit un toxoide puissant pour la thérapeutique et permet 
d’utiliser des polyantigénes sans augmenter le volume injecté. 

Les méthodes proposées pour la concentration des toxines et 
anatoxines peuvent se grouper en deux catégories : des méthodes 
physiques utilisant l’adsorption suivie d’élution, ou lultrafiltra- 
tion ; des méthodes chimiques utilisant les réactifs précipitants des 
protéines (alcool méthylique, alcool éthylique, acides). 

Eaton et Gronau [4], puis Pickett, Hoeprich et Germain [2] 
ont concentré la toxine tétanique par adsorption sur phosphate de 
cadmium. Le degré de purification réalisé par ce procédé est 
faible, de l’ordre de 20 4 40 en moyenne. Tasman et coll. [3] 
augmentent considérablement le pouvoir antigénique du toxoide 
staphylococcique par adsorption sur phosphate d’alumine. 

La précipitation par les solvants neutres a fait l’objet des tra- 
vaux de Schmidt, Hansen et Kjaer [4] : emploi de V’alcool et de 
Vacétone a basse température. 

Pillemer et coll. [5, 6, 7] ont utilisé l’alcool méthylique pour la 
précipitation des toxines tétanique, diphtérique et staphylococ- 
cique. 

Aucune de ces techniques ne donne entiére satisfaction : elles 
sont en général longues et demandent un équipement complexe 
et cotteux. 

La précipitation des toxines et anatoxines par acidification du 
milieu de culture a fait l’objet de nombreuses recherches [8, 9]. 
Schmidt, Hansen et Kjaer utilisent l’acide chlorhydrique, mais 
notent une destruction du principe actif. Burnet et Freeman [40] 
purifient la toxine staphylococcique par précipitation a l’acide 
acétique. Nélis et ses collaborateurs [41] ont étudié l’action des 
acides forts sur la toxine staphylococcique. L’acide sulfurique 
provoque une destruction partielle & la température du labora- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% avril 1954. 
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toire. L’acide chlorhydrique a la méme action. L’acide acétique 
a une action destructrice plus faible. 

La technique de Boivin et Izard [42] utilise l’acide trichloracé- 
tique a température ordinaire pour la précipitation des toxines 
et anatoxines diphtérique et tétanique. Jacobs et Behan [43, 14], 
concentrent l’anatoxine tétanique par l’acide trichloracétique et 
éliminent 99 p. 100 des impuretés. Amoureux et Yeu [45] utili- 
sent aussi ce méme acide. 

Ces méthodes sont simples, mais les résultats sont assez déce- 
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vants. En effet, elles dénaturent les toxines et augmentent consi- 
dérablement le temps de floculation. D’aprés Jacobs, les chiffres 
obtenus sont souvent meilleurs pour les anatoxines. Ce fait, 
retrouvé par nous dans tous les cas, avait déja été noté par 
Ramon, Boivin et Richou [416] et par Ando et Komiyama [47). 

Jacobs et Gillis [48) ont employé Vacide métaphosphorique 
pour la concentration et la purification de l’anatoxine diphté- 
rique. En une seule précipitation et sans aucun lavage du préci- 
pité, 97 p. 100 de l’azote initial sont éliminés. 

L’acide métaphosphorique est un excellent agent déprotéini- 
sant. Il est connu de longue date pour n’exercer qu’une action 
dénaturante faible ou nulle sur les protéines. Briggs [49], et Perl- 
mann et Hermann [20] notent que les protéines sont précipitées a 
l’état de phosphate sans dénaturation. Selon Perlmann {24], sous 
action de l’acide sulfurique ajouté a une solution de métaphos- 
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Taseau Il, — Toxine tétanique. 
Toxine tétanique obtenue sur milieu V.F. glucosé 4 8p.1000. Souche R cultivée 
en bouillon cervelle. 
Précipité redissous en acétate de sodium, 0,150 M, pH = 7,0. 
Doses minima mortelles: souris de 18-20 g, par voie intramusculaire, 
Floculation : technique Ramon avec un sérum a 100 UF/ml. 


Expénience 1: Effectuée 4 la température ordinaire. Le précipité a été recueilli 
apres trois heures de contact avec l’acide. 

Essai n° 1: Action SO,H, seul. Concentration x 4 par rapport A la toxine brute. 

Essai n° 2: Action SO,H, + hexamétaphosphate. Concentration x 4 par rapport 
a la toxine brute. 


Expénrence 2: Effectuée & la température de — 15°; en chlorure de sodium A la 
concentration de 250 g/lI. 
A: Le précipité a été recueilli aprés cinq minutes de contact avec l’acide. 
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B: Le précipité a été recueilli aprés trois heures de contact avec l’acide. 

C : Le précipité a été recueilli aprés vingt-quatre heures de contact avec l’acide. 

Essai n° 1: Action SO,H, seul. Concentration x 2 par rapport 4 la toxine brute. 

Essai n° 2: Action SO,H, + hexamétaphosphate. Concentration x 2 par rapport 
a la toxine brute. 

Essai n° 3: Action SO,H, + Trilon B. Concentration x 2 par rapport a la 
toxine brute. 

Si on opére 4 — 15°, la toxine tétanique est peu dénaturée par acidification 
a pH = 3,5, méme par un acide fort comme I’acide sulfurique. Il y a cependant 
intérét 4 employer l’acide métaphosphorique qui n’exerce qu’une action dénaturante 
trés faible A la température ordinaire (Exp. l, essai 2). 


phate, il y a formation d’un polymére de l’acide métaphospho- 
rique (acide polymétaphosphorique) qui précipite les protéines 
sans les dénaturer. 
Briggs conclut de ses études que le complexe acide métaphos- 
phorique + protéine aurait les caractéristiques d’un coacervat. 
Nous avons aussi essayé de voir si la précipitation en présence 
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Tasteau lil. — Toxine diphtérique. 


Toxine diphtérique obtenue sur milieu Martin-Loiseau. Souche Park-Williams n° 8. 
Précipité redissous en acétate de sodium, 0,150 M, pH = Ted re 
D.R.M. = Doses réactives minima: lapin. Volume injecté : 0,1 ml. Réaction 
positive : papule de 8 mm en quarante-quatre heures. 

Floculation : technique Ramon avec un sérum 4 100 UF/ml. 


Expénience 1 : Effectuée A la température ordinaire, Le précipité a été recueilli 


aprés trois heures de contact avec l’acide. : 
Essai n° 1: Action SO,H, seul. Concentration x 4 par rapport a la toxine brute. 
Essai n° 2 : Action SO,H, + hexamétaphosphate. Concentration x 4 par rapport 


a la toxine brute. 


Expénience 2: Effectuée A la température de — 15°, en chlorure de sodium, 4 la 


concentration de 250 g/l. ms 
A: Le précipité a été recueilli aprés cinq minutes de contact avec lacide. 
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B: Le précipité a été recueilli aprés trois heures de contact avec l’acide. 
C; Le précipité a été recueilli aprés vingt-quatre heures de contact avec I’acide. 
Essai n° 1; Action SO,H, seul. Concentration x 2 par rapport A la toxine brute. 


Essai n’ 2 : Action SO,H, + hexamétaphosphate. Concentration x 2 par rapport 
4 la toxine brute. 


Essai n° 3: Action SO,H, + Trilon B. Concentration x 2 par rapport a la 
toxine brute. 


L’action favorable de l’acide métaphosphorique se manifeste & — 15°, das que l’on 
prolonge le temps de contact. 


Les expériences 2B et 2C montrent qu’avec I’acide sulfurique seul, aprés trois 
heures déja et surtout aprés vingt-quatre heures, la toxine diphtérique est dénaturée 
fortement : baisse d’activité spécifique et allongement du Kf., alors qu’avec l’acide 
métaphosphorique, un contact de vingt-quatre heures n’entratne pas d’altération. 


d’un agent complexant permettrait de diminuer l’action dénatu- 
rante. Nous avons employé l’acide éthyléne-diaminé tétracétique 
(Trilon B). On trouvera les résultats dans les tableaux ci-dessous. 
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TasLeAu IV. — Toxine staphylococcique alpha. 


Obtenue sur milieu R. A. P. (digestion de viande de veau). Souche Wood 46. 

Précipité redissous en acétate de sodium, 0,150M, pH = 7,0. 

Doses mortelles: souris 18-20 g, par voie intrapéritonéale. 

Floculation : technique Ramon, avec un sérum a 100 UF/ml. 

Lh: La plus faible dose de toxine provoquant Vhémolyse totale des globules 
rouges de lapin en présence d’une unité antitoxique. 

DMH : La plus forte dilution de toxine provoquant l’hémolyse totale des globules 
rouges de lapin (volume de la dilution de toxine, 2,0 ml + 0,1 ml de suspension 
de globules rouges standardisée). 

Expérience effectuée 4 la température de — 15°, en chlorure de sodium, 4 la 
concentration de 200 g/I. 

A: Le précipité a été recueilli aprés cinq minutes de contact avec l’acide. 

Essai n° 1: Action SO,H, seul. Concentration x 4 par rapport 4 la toxine brute. 
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Essai n° 2 : Action SO,H, + hexamétaphosphate. Concentration x 4 par rapport 
a la toxine brute. 

Esai n° 3: Action SO,H, + Trilon B. Concentration x 4 par rapport 4 la toxine 
brute, 

B et C 2 Le précipité a été recueilli aprés trois heures et vingt-quatre heures de 
contact avec l’acide. 

Essai n° 1: Action SO,H, seul. Concentration x 2 par rapport a la toxine brute. 

Essai n° 2 : Action SO,H, + hexamétaphosphate, Concentration x 2 par rapport 
a la toxine brute. 

Essai n° 3 : Action SO,H, + Trilon B. Concentration x 2 par rapport a la 
toxine brute. 

L’action trés défavorable d’un pH = 3,5 sur la toxine est manifeste dans l’expé- 
rience B (essai n° 1), ot la toxicité a entiérement disparu. L’acidification par l’acide 
métaphosphorique, méme aprés un temps de contact de trois heures, ne provoque 
au contraire aucune baisse notable d’activité. 


MopE OPERATOIRE. 


Nous avons constaté [22] que, pour obtenir un rendement 
maximum avec J’altération la plus réduite possible des « qua- 
lités » de la toxine ou de l’anatoxine, il fallait opérer a basse 
température. Pour les anatoxines, on peut a la rigueur opérer a 
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TasLeau V. — Toxine botulique C. 


La toxine botulique C est obtenue sur milieu V. F. glucosé 4 8 p. 1000. Souche 
Institut Pasteur. 

Précipité redissous en acétate de sodium, 0,150M, pH = 6,0. 

Doses minima mortelles : souris de 18-20 g, par voie intrapéritonéale. 


Expénience 1: Effectuée A la température ordinaire. Le précipité a été recueilli 
apres trois heures de contact avec l’acide. 
Essai n° 1: Action SO,H, seul. Concentration x 4 par rapport 4 la toxine brute. 


i i p/m. | N mg/ml {DMM/mg N  {Rendement 
’ s 7 
i : fen DN % 
t 8 8 s st 2 
, 2 ee ears 
t : 8 2 H : 
fot | 
$ Texine } By10 aes = Bye $ 5,3.10° } : 
oe : : : : 
2 s t t 2 t 
‘Essai n° 1! 2.104 : 0,26 pert torts 25 : 
‘8 t rf t : t 
jEssai n° 2 } 8.104 ; 0,88 9.104 : 100 
$ Exe | : 
3 i ; 53 3 : oe : 
: Texine i Do TKe) H le i 9.10 i H 
fobrute | 
H A H H : t H 
3 s s 5 t t 
: ' : 
sEssai n° 1 $ . Précipité nul . 4 
ce A Z t 4 : t 4 : s 
fEssai mn? 2 § 5.104 $ 0,85 $ 6.104 § 100 : 
* t 2 
‘Essai n°? 3! 5.104 # 0,87 1? 5,7.104 #$ 100 : 
ie ee! : 
sea a al : 
jEssai ne? 1} 5.108 f 0,75 § 6,6.107 § 100 : 
- a s 
fEssai n° 2 j 5.104 Foes ION ait 6,5.104 § 100 t 
‘Essai no 3 $ 5.10¢ # 0,79 $$ 6,2.104 § 400 : 
pag : : : : : 
je ; reals ; =. 
{Essai no? 1 $ 5.10 $ 0,84  § 59570" - 400 : 
: ray 8 
fEssai ne 2} 5.104 § 0,78 f 6,5.104 § 100 : 
1 S => z 
iEssai n° 3 H 5.104 H 0,89 H 555.104 : 100 : 
: ! : : i i 


: Essai nt 2: Action SO,H, + hexamétaphosphate. Concentration x 4 par rapport 
4 la toxine brute. 


Expérence 2: Effectuée & la température de — 15°; 


; en chlorure de sodium, a 
Ja concentration de 250 g/l. ; 


A: Le précipité a été recueilli aprés cing minutes de contact avec l’acide. 

B: Le précipité a été recueilli aprés trois heures de contact avec l’acide. 

C: Le précipité a été recueilli aprés vingt-quatre heures de contact avec l'acide 

Essai n° 1; i S } rati 1 i 
ee Action SO,H, seul, Concentration x 10 par rapport a la toxine 


Essai n° 2: Action SO,H, + hexamétaphosphate. Concentration x 


i la toxine brute. I) pax rappors 
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Suite de la légende du tableau V. 

Essai n° 3: Action SO.H, + Trilon B. Concentration x 10 par rapport a la 
toxine brute. 

Bien que la toxine botulinique C, comme la toxine B, soit assez résistante A 
acidification, on voit qu’é la température ordinaire, elle perd une grande partie 
de son activité, aprés acidification. A pH = 3,5 avec l’acide sulfurique seul, alors 
que dans les mémes conditions, l’acide métaphosphorique ne provyoque aucune 
baisse d’activité. 


Tasczau VI. — Toxine sordellii. 
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Légende du tableau VI. 
Toxine sordellii obtenue sur milieu V. F. peptoné A 1 p. 100, non glucosé. Souche 


Institut Pasteur. 
Précipité redissous en acétate de sodium, 0,150 M; pH = 6,0. 
Doses minima mortelles : souris de 18-20 g, par voie intraveineuse. 


Expinience 1 : Effectuée 4 la température ordinaire. 


Expiérrencr 2 : Effectuée 4 la température de — 15°, en chlorure de sodium 4 la 
concentration de 250 g/l. 

A : Le précipité a été recueilli aprés cing minutes de contact avec l’acide. 

B : Le précipité a été recueilli aprés trois heures de contact avec l’acide. 

C : Le précipité a été recueilli aprés vingt-quatre heures de contact avec l'acide. 

Essai n° 1 : Action SO,H, seul. Concentration x 4 par rapport A la toxine brute. 

Essai n° 2: Action SO,H, + hexamétaphosphate.- Concentration x 4 par rapport 
a la toxine brute. 

Essai n° 3 ; Action SO,H, + Trilon B. Concentration x 4 par rapport 4 la toxine 
brute. 

A la température ordinaire, Vaction protectrice de I’hexamétaphosphate n'est 
que partielle. A basse température, l’hexamétaphosphate assure un rendement 
maximum, méme apres trois heures de contact. L’action protectrice devient nulle 
au bout de vingt-quatre heures. 


0°, mais il est préférable d’adopter la température de — 15°. 
Pour la plupart des toxines, le rendement reste trés irrégulier 
a 0° et de bien meilleurs résultats sont obtenus 4 — 15°. Aussi 
avons-nous ajouté a la toxine brute, avant acidification, du chlo- 
rure de sodium 4a la concentration de 250 ¢g par litre. 

Les liquides sont refroidis dans des thermostats 4 — 15°. On 
ajoute une solution préparée extemporanément (1) et refroidie a 
0° d’hexamétaphosphate de sodium (marque Darrasse), de fagon 
a réaliser une concentration finale de 1 p. 100, puis de l’acide 
sulfurique normal pour obtenir le pH optimum qui varie suivant 
les toxines et anatoxines entre 3 et 4. Le précipité apparait apres 
des délais différents suivant la nature du produit et son appa- 
rence est trés variable. 

La centrifugation doit étre effectuée dans un centrifugeur 
refroidi & — 15°. Nous avons employé soit un centrifugeur 
refroidi ordinaire (Servall refrigerated centrifuge), soit un cen- 
trifugeur & marche continue Sharpless muni d’un dispositif de 
réfrigération. Avec les toxines, |’emploi du centrifugeur Shar- 
pless ne permet d’obtenir de bons résultats qu’a condition 
d’employer un antimousse actif. Nous avons utilisé avec succés le 
D. C. Antimousse de la Dow Chemical Company, a base de sili- 
cone, Sans antimousse, méme 4 — 15°, les toxines les plus fra- 


(1) Si on utilise une solution aqueuse d’hexamétaphosphate préparée 
depuis plus de trois 4 cinq heures, les résultats deviennent tout A fait 
irréguliers, vraisemblablement par suite d’une dépolymérisation du 
polyphosphate. 
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CONCENTRATION 


DE DIVERSES TOXINES 


TasLeau VII. — Toxine perfringens alpha. 
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A: Le précipité a été recueilli aprés cinq minutes de contact avec l’acide. 


Toxine perfringens 


alpha obtenue sur 


caséine). Souche Institut Pasteur. 
Précipité redissous en acétate de sodium, 0,150 M; pH = 7,0. 


Doses minima mortelles : 


milieu 


Adams-Hendece 


Expérience 1 :; Effectuée a la température ordinaire. 


EXPERIENCE 


Devs 


Ke 


(hydrolysat 


souris de 18-20 g, par voie intraveincuse. 


de 


Effectuée A la température de — 15°, en chlorure de sodium, a 


la concentration de 250 g/l. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 87, n° 1, 195%. 
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Suite de la légende du tableau VII. 


B: Le précipité a été recueilli aprés trois heures de contact avec lacide. 

C: Le précipité a été recueilli aprés vingt-quatre heures de contact avec l’acide. 

Essai n° 1: Action SO,H, seul. Concentration x 4 par rapport a la toxine brute. 

Essai n° 2; Action SO,H, + hexamétaphosphate. Concentration x 4 par rapport 
a la toxine brute. 

Essai n° 3: Action SO,H, + Trilon B. Concentration x 4 par rapport 4 la toxine 
brute. 

L’action protectrice de l’hexamétaphosphate ne s’exerce au maximum qu’a basse 
température. 

Expérience effectuée 4 la température de — 15°, en chlorure de sodium, a la 
concentration de 250 g/l. 


TasLeau VIII. — Anatoxine tétanique. 
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Précipité redissous en acétate de sodium, 0,150 M; pH = 7,0. 
Floculation : méthode Ramon avec un sérum 4 100 UF/ml. 


giles (tétanique, diphtérique) sont entiérement ou partiellement 
détruites par centrifugation a la Sharpless. 

Il est essentiel, pour la plupart des toxines, que la température 
reste < -— 10° tout au long de la centrifugation. 

Nous avons contrdélé cette action néfaste de l’élévation de tem- 
pérature de la fagon suivante : nous avons effectué la précipitation 
i un pH optimum, dans diverses conditions, a la température 
ordinaire (en présence ou en l’absence de métaphosphate) et a 
— 15° en présence de 250 g par litre de chlorure de sodium. 
A cette température, nous avons réalisé l’acidification par l’acide 
sulfurique seul, par l’acide sulfurique en présence de mélaphos- 
phate (acide métaphosphorique) et par l’acide sulfurique en pré- 
sence d’acide éthyléne diamine tétracétique. 

Les résultats sont rapportés dans les tableaux I a X. 
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TasLeau 1X. — Anatoxine diphtérique. 
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concentration de 250 g/l. 
Précipité redissous en acétate de sodium, 0,150 M; pH = 7,0. 
Floculation : méthode Ramon ayec un sérum a 100 UF/ml. 


La dénaturation est un phénoméne trés complexe et sa mesure 
pose de nombreux problémes dans Je cas des protéimes en général. 
Dans le cas des toxines, on dispose de deux critéres pour la 
déceler : 

1° La baisse de toxicité avec conservation du pouvoir flocu- 
lant ; 

2° L’allongement du temps de floculation (vis-a-vis d'un sérum 
donné). 
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Dans les expériences exposées dans les tableaux ci-dessous, 
nous avons dans un premier temps déterminé pour diverses 
toxines et anatoxines : tétanique, diphtérique, staphylococcique, 
botulique ©, perfringens alpha, sordellii, le pH optimum de pré- 


Tasteau X. — Anatoxine staphylococcique alpha. 
' ' ‘ : 
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concentration de 250 g/l. 
Précipité redissous en acétale de sodium 0,150 M, pH = 7,0. 


Floculation : méthode Ramon avee un sérum a 100 UF/ml. 

Lh : Ja plus faible dose d’anatoxine provoquant l’hémolyse totale des globules 
rouges de lapin en présence de 2 unités antitoxiques et d'une dose sub-test de 
toxine. 


cipitation dans les milieux complexes ulilisés pour leur prépa- 
ration. Les résultats sont rapportés dans le tableau I. 


CONCLUSION. 


L’intérét de cette méthode tient a sa simplicité, a sa rapidité, a 
son haut rendement et 4 l’absence presque compléte de dénatura- 
tion des produits obtenus. Elle permet de préparer avec un équi- 
pement relativement réduit, de grandes quantités de toxines et 
d’anatoxines concentrées pouvant servir de matériel de départ pour 
des purifications ultérieures plus poussées ou étre utilisées direc- 
tement pour des applications pratiques (vaccination par ana- 
toxines concentrées absorbées). 
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CARACTERES GENERAUX 
DU PALUDISME EXPERIMENTAL 
DE LA SOURIS BLANCHE INFECTEE 
PAR PLASMODIUM BERGHE! 


par G. FABIANI et J. ORFILA. * 


(Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine d’Alger.) 


Dés la découverte, par Vincke et Lips, d’un nouvel hémato- 
zoaire pathogéne pour les rongeurs, |’infection de la souris blan- 
che par Plasmodium berghei a suscité de nombreux travaux, en 
particulier ceux de Vincke et Lips, Galliard et Lapierre, Mercado 
et Coatney, Greenberg. Si tous les résultats et nos propres obser- 
vations concordent pour indiquer l’allure aigué de la maladie des 
souris, son caractére toujours mortel, |’importance de la parasi- 
témie, ils révélent cependant, d’un animal 4a l’autre, des diffé- 
rences inexpliquées dans la durée de la maladie, le taux et la régu- 
larité de la parasitémie. 

C’est ce qui nous a incités a reprendre ces recherches en leur 
appliquant les techniques précises que nous avions employées 
pour |’étude du paludisme du rat : inoculation de quantités con- 
nues d’hématies parasitées ; surveillance réguliére, tous les jours 
ou tous les deux jours, de l’infection, en déterminant le pourcen- 
tage de globules rouges parasités, celui des réticulocytes, et 
éventuellement le nombre de globules rouges par millimétre 
cube [4]. 

Les premiéres expériences que nous rapportons ici ont porté 
sur 180 souris blanches de notre laboratoire : 164 males et 16 fe- 
melles; leur poids variait de 15 a 85 g. Les inoculations 
ont été faites par injection intrapéritonéale de quantités faibles 
(100 000), moyennes (1 000 000) ou fortes (25, 30 ou 50 000 000) 
de globules rouges parasités, en suspension dans une solution de 
citrate de sodium 4 2 p. 100. Sur 180 inoculations, il n’y eut que 
deux échecs. 

La surveillance clinique des animaux ne révéle qu’un fait no- 
lable : parfois Panimal succombe quelques jours aprés l’inocu- 
lation sans avoir présenté aucun trouble de l'état général ; ou bien 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 mars 1954. 
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il meurt aprés une évolution relativement longue et présente 
alors des troubles manifestes : tremblements, perte de vivacité, 
paleur des oreilles et des globes oculaires. Nous verrons plus loin 
comment ces faits peuvent étre expliqués. 

‘L’étude de la maladie doit surtout étre hématologique et para- 
sitologique. D’aprés les résultats de l’examen parasitologique du 
sang, nous distinguerons, comme il est classique de le faire, une 
période prépatente et une période patente. 


A. — PERIODE PREPATENTE. 


Elle correspond au temps écoulé entre inoculation du para- 
site et sa premiére mise en évidence dans le sang, ow il est déce- 
lable quand il y a un globule rouge parasité sur 10 000. Sa durée 
varie de quelques heures 4 neuf jours. Différents facteurs jouent un 
role dans les variations de cette durée : le sexe de l’animal et la 
quantité d’hématozoaires injectés. 

1° Le sexe de l'animal. — Avec un inoculat de 100 000 globules 
rouges parasi'és, la période prépatente est, chez les males, d’une 
durée de : 


ARS VA Tear Rta a Seco oct Sy oo Nec spe Po cso) Moves etn os col odiisih el koa sSuwts 5 cas 
ey UNS Drea co Meee oh Gn, ele, wen Soy yey Ol Ke: Het Gel Re oes a, Some 53 — 
AY TKOLUUTC ont 5 5: Cea eB se Re ROMEO BOP On Oat ete sae 3 — 
PRLOULS eee mete err occ) sete on namyc ts MTN gecaure neers tn hot rete 40 — 
SE OULS MMe hs weit Bo Poker a Even Ske came acs 4 — 


Chez les femelles, au contraire, la durée minimum fut de 
trois jours. 

2° La quantité de globules rouges parasités inoculés. — Cette 
influence est surtout manifeste pour les quantités trés fortes, 
puisque, a une inoculation de l’ordre de quelques dizaines de 
millions, correspond une période prépatente dont la durée n’est, 
en général, que de quelques heures et ne dépasse jamais deux 
jours. L’injection de quantités faibles de parasites détermine un 
temps de prépatence qui est généralement de quarante-huit heures, 
mais qui peut se prolonger quatre ou cinq jours. 

Par contre, l’Age de l’animal, la provenance des parasites (rat 
ou bien souris infectée) ne semblent pas influer sur ce temps de 
prépatence. 

B. — PE£RIODE PATENTE. 


Nous avons étudié l’évolution spontanée de cette période chez 
90 souris (les autres ayant été soumises 4 des expériences sus- 
ceptibles d’en modifier la durée ou les caractéres). Sa durée a 
été trés variable, de deux a vingt-neuf jours, variabilité déja 
signalée par plusieurs auteurs. Mais quand on établit le tableau de 
la mortalité en fonction de la durée de la maladie, il apparait 
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qu'une proportion importante d’animaux meurt pendant la pre- 
miére semaine de la maladie, surtout le troisi¢éme ou le qua- 
triéme jour de cette période patente. Chez ceux qui survivent 
apres Je premier septénaire, la mort survient entre le dixiéme et 
le vingt-deuxiéme jour, quelquefois plus tard, sans quil y ait 
une prédominance particuli¢re pour la deuxiéme ou Ja troisieme 
semaine. 

Le tableau suivant, établi sur une série de 62 males adultes, 
montre nettement cette distinclion. La moitié des souris est morte 
pendant la premiére semaine ; les 31 autres souris sont mortes 
plus tard au cours d’une période beaucoup plus prolongée. 


Durée de la période patente 
(JOUTS)eeat aon once ah eke. 


Nombre de souris décédées . 


Durée de la période patente 
(jours) 3 


Nombre de souris décédées. 


Il est possible de retrouver de pareils faits en lisant les gra- 
phiques établis par J. Greenberg [2]. 

L’étude microscopique du sang fournit l’explication de ces 
différences d’évolution. Au début de la période patente, il y a un 
ou deux hématozoaires pour 10000 globules rouges ; puis !a 
parasitémie s’éléve, alteignant 1 ou 2 p. 100, vingt-quatre ou 
quarante-huit heures plus tard. Tous les parasites sont alors 
dans des hématies polychromatophiles ; la coloration au bleu 
erésyl montre que ce sont bien des réticulocytes. Nous retrouvons 
done déja cette affinité du Plasmodium pour les hématies jeunes 
que Galliard, Baldi, Corradetti, Ramakrishnan ont déja signalée 
et que nous avons étudiée chez le rat [8]. Puis, selon la durée de 
la maladie et Vallure de la parasitémie, nous pouvons décrire 
deux formes évolutives. 

1. Forme bréve. — 36 souris sur 90 sont mortes en moins de 
dix jours, le maximum de mortalité survenant cinq a six jours 
aprés Dinoculation, c’est-i-dire aux troisiéme et quatriéme jours 
de la période patente. La parasitémie s’éléve trés rapidement 
elle atteint en un a quatre jours des pourcentages de l’ordre de 
5, 15 et méme 25 p. 100. En méme temps, fait inattendu, la réti- 
culocytose sanguine baisse ; la proportion d’hématozoaires se 
trouvant dans les hématies acidophiles mares est de plus en plus 
forte ; le monoparasitisme est la régle. Et quand le maximum de 
la parasitémie est atteint, la réticulocytose est trés faible (1 réti- 
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culocyte pour 500 ou 1000 globules rouges) ou méme nulle. La 
mort survient ce jour-la ou le lendemain, alors que la parasité- 
mie décroit ou reste stalionnaire. A l’autopsie, la rate est de 
dimensions normales ou méme petites. 

Exemple. — Souris 163 (morte le sixiéme jour) 


JOURS . 


Hématies parasitées (p. 100). . 
Réticulocytes (p. 100 hématies) 
Hématies (en millions par mm®.) . 


Ce n’est pas une anémie aigué qui produit la mort, car les nu- 
mérations globulaires pratiquées chez 11 souris indiquent un 
chiffre normal d’hématies, ou méme, six fois, une hémoconcen- 
tration dans les heures qui précédent la mort. Il n’y a pas d’apla- 
sie médullaire, ni de sidération de la lignée érythroblastique, car 
les frottis de moelle osseuse montrent, soit un aspect normal, soit 
une réaction érythroblastiique marquée avec de nombreux réti- 
culocytes, contrastant avec |’absence de ces mémes réticulocytes 
dans le sang circulant. 

2. Forme prolongée. — La parasitémie est & 1 p. 100 le 
deuxiéme jour, a 10 p. 100 vers le dixiéme jour, 4 40 p. 100 
quelques jours plus tard. Celte forme est donc, a premiére vue, 
comparable & la maladie du rat : méme progression de l’infection 
sanguine, méme parasitisme éleclif des globules rouges imma- 
tures, c’est-ad-dire des réticulocytes. Une “étude plus minutieuse 
permet cependant de distinguer deux stades dans la période 
patente de cette maladie. 

a) Stade J. — La parasitémie, d’abord trés faible, s’éléve pen- 
dant que la réticulocytose baisse et nous observons, comme dans 
la maladie de bréve durée, un développement des hématozoaires 
dans des hématies acidophiles. Mais la proportion des réticulo- 
cytes est, en général, moins basse et rarement nulle, et la parasi- 
témie présente une ascension plus faible puisqu’elle atteint des 
taux de 3,5 ou 8 p. 100. La réticulocytose ne reste pas longtemps 
a des chiffres bas, elle se reléve, cependant que la parasitémie 
diminue légérement ou resle en plateau pour ensuite s’élever a 
nouveau : le pourcentage d’hématies acidophiles parasitées baisse 
rapidement et, a la fin de ce stade, seules les nématies chromato- 
philes renferment des hématozoaires. La durée du stade I est de 
huit jours en moyenne. 

b) Stade IT. — I] est caractérisé par une augmentation progres- 
sive de la parasitémie, la courbe traduisant le pourcentage des 
globules rouges parasilés suivant fidélement celle des réticulo- 
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cytes. Le polyparasitisme des hématies est tres fréquent. Mais 
l’élévation de la parasitémie est moins réguliére que chez le rat, 
et nous pouvons observer plusieurs types de courbes 

Accroissement régulier de la parasitémie jusqu’au taux de 60, 
70 p. 100, qui persiste jusqu’a la mort ; on. 

Plateau au début du stade II, correspondant a une parasitémie 
stationnaire, suivi d’une brusque élévation ; 

Ascension progressive, avec des paliers, la parasitémie n’aug- 
mentant pas pendant des périodes de deux ou trois jours. 

Ce stade II dure de six 4 vingt jours, en général entre huit et 
douze jours. La mort survient quant la parasitémie est trés éle- 
vée (40, 60 et méme 80 p. 100) ; quelquefois cependant, une brus- 
que chute de la parasitémie se produit la veille de la mort, mais 
il n’y a pas alors persistance de la réticulocytose élevée, comme 
cela se produit lors de la crise chez le rat {3}. 

Des le début de ce stade, le nombre des hématies diminue trés 
rapidement et Yanémie est trés marquée quand la mort survient 
(2 ou 3000 000 de globules rouges par millimétre cube). La rate 
est trés augmentée de volume. 

Exemple : Souris 164 (souris inoculée le méme jour que la 
souris 163 et avec la méme quantité d’hématozoaires. Morte le 
seiziéme jour) : 


Hématies parasites (p. 100) 


Réticulocytes (p. 100 héma- 
ties)... 5 19,5 | 38,5 | 53 
Hématies (en millions par 


8,8) 37| 4 


CoMMENTAIRES. 


1° Cette analyse montre que, dans le paludisme de la souris, 
il y a une forme évolutive rapidement mortelle, au cours de la- 
quelle les parasites se développent dans les globules rouges 
murs, les réticulocytes sont peu nombreux dans le sang, mais 
il n’y a pas d’anémie et il existe une infection plus prolongée 
pendant laquelle la parasitémie est élevée et l’anémie profonde 
provoque une forte réticulocytose sanguine, ces hématies jeunes 
étaut seules parasitées. 

La distinction entre ces deux types de maladie est moins essen- 
ielle qwil ne parait : la forme bréve correspond simplement au 
stade I de la forme prolongée dont la mort aurait interrompu le 
cours. Seule une interprétation hative et superficielle des faits 
pourrait faire penser qu’il y a deux formes hématologiques diffé- 
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rentes du paludisme de la souris : le monoparasitisme des hématies 
acidophiles et le polyparasitisme des hématies polychromatophiles. 
Ce sont seulement deux étapes d’une méme évolution morbide. 

Au début de la période patente, on pourrait s’attendre a une 
ascension réguliére de la parasitémie, tout au moins dans la me- 
sure ot le permet la réticulocytose sanguine, car les études faites 
chez le rat ont montré que c’est a partir du jour ou le taux des 
réticulocytes s’éléve que la parasitémie s’éléve aussi [4] et nous 
avons vu que, chez la souris, quand l’infection a duré une 
dizaine de jours, il y a aussi parasitisme exclusif des réticulocytes. 

Mais il n’y a pas une progression réguliére de la parasitémie. 
Celle-ci s’éléve plus ou moins rapidement pendant la premiére 
semaine, pendant que la réticulocytose baisse, fait surprenant 
mais presque constant, auquel s’ajoute cet autre fait paradoxal 
qua ce stade de la maladie il y a toujours parasitisme des hé- 
maties mires, ce qui ne se produira plus au stade II. 

Bien souvent on observe alors une hémoconcentration marquée, 
dans un syndrome de choc qui semble responsable de la mort 
si fréquente a ce stade précoce. Hémoconcentration et baisse de 
la réticulocytose sont deux phénoménes souvent associés, mais 
ils ne se commandent pas |’un l’autre : la plus faible réticulocy- 
tose ne coincide pas toujours avec l’hémoconcentration et cette 
derniére est quelquefois observée quand la réticulocytose n’est 
pas trés basse. 

Ce premier stade de la maladie mérite donc bien d’étre indivi- 

dualisé. C’est a lui que se borne l’affection dans sa forme bréve 
et les signes en sont alors trés marqués. Si l’hémoconcentration 
ne se produit pas ou est peu importante, la souris franchit ce 
cap de la premiére semaine et entre dans le deuxicme stade d’al- 
lure plus classique, c’est-a-dire plus semblable a l’infection du 
rat; l’évolution se poursuit vers une parasitémie intense et une 
anémie trés marquée. 

2° L’étude du début du paludisme expérimental de la souris 
pose donc plusieurs problémes de physio-pathologie dont l’in- 
térét dépasse méme le cadre de |’infection palustre. Rappelons- 
en les éléments essentiels : 

L’hémoconcentration ; 

La diminution trés importante du nombre des réticulocytes 
présents dans le sang circulant, sans qu’il y ait arrét de l’érythro- 
poiése médullaire ; : soak 

Le parasitisme des hématies mires, d’ow la dissociation de 
deux courbes de parasitémie et de réticulocytose sanguine ; ce 
fait est en contradiction apparente avec l’affinité habituelle de 
P. berghei pour les hématies jeunes encore au stade réticulocy- 
taire ; cette affinité pour les réticulocytes est en effet évidente 
chez le rat, et aussi chez la souris pendant les premiers jours et 
tout le stade II du paludisme de ce rongeur ; 
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La chute de la parasitémie coincidant avec une ascension de ia 
réticulocytose a la fin du stade I. 

Nous discuterons plus tard le mécanisme de ces fai‘s en dis- 
tinguant ce qui, dans leur production, peut revenir a la vole 
inoculation (péritonéale), & la solution employée pour linjec- 
lion (eau citratée) ou au paludisme Jui-méme. 

3° La comparaison avec le paludisme du rat met surtout en 
évidence l’absence de manifestations d’immunité acquise. On 
observe bien un certain degré de résistance naturelle, comme le 
prouvent le lent accroissement de la parasitémie, moins rapide 
que ne le laisserait prévoir le nombre de mérozoites libérés a 
chaque rupture de rosaces et le fait que pendant le stade II, c’est 
le nombre des réticulocytes qui va déterminer l’ampleur du para- 
silisme sanguin. Mais il n’y a pas de signes traduisant méme un 
faible degré d’immunité acquise et, en particulier, nous n’avons 
jamais observé de phénoménes comparables a la crise de la 
maladie du rat. Cette absence d’apparition de la résistance spé- 
cifique pose un important probléme d’immunologie générale. 

4° Enfin, soulignons qu’il nous a été jusqu’a présent impossible 
de prévoir quelle sera la rapidité de l’évolution chez une souris 
inoculée. Ni l’Age, ni le poids, ni le sexe, ni le taux de réticulo- 
cytose initiale, ni les dimensions assez variables de la rate avant 
Pimpaludation ne peuvent fournir une indication valable. La 
mort survenant brusquement au début de la maladie, l’importance 
de l’élévation de la parasitémie a ce stade et de la baisse qui ia 
suit ne peut étre prévue, Et méme quand la souris parvient au 
stade II, il n’est pas possible d’indiquer quelle sera la durée, 
la régularité et le degré de Vinfection sanguine. Un facteur géné- 
tique intervient vraisemblablement comme l’indiquent les recher- 
ches de Greenberg sur deux races pures [2], mais il n’est pas le 
seul. 

Ces résultats ont une importance pratique : ils expliquent que 
ce paludisme murin n’est pas toujours, comme l’a_ montré 
J. Schneider, un test str pour l’essai de médicaments antimala- 
riques [5]. 


RESUME. 


_ 180 souris blanches ont été infectées expérimentalement par 
Plasmodium berghei et suivies avee des techniques précises. Le 
liers des animaux est mort pendant la premiére semaine ; il 
n’y avait pas alors d’anémie mais souvent hémoconcentration 

la parasitémie s’était élevée rapidement pendant que la réticulo- 
cytose sanguine devenait plus faible ou nulle, et, fait surprenant, 
il y avait présence d’hématozoaires dans les hématics mires aci- 
dophiles. Si les souris ne meurent pas a ce stade, il y a alors 
augmentation du taux des réticulocytes qui sont seuls parasités 
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et la courbe de parasitémie suit fidélement celle de la réticulo- 
cytose ; la mort survient quand l’anémie est trés marquée. Ces 
deux tableaux hématologiques différents correspondent 4 deux 
étapes d’une méme évolution morbide. Le premier stade de la 
maladie de la souris mérite donc d’étre individualisé en raison 
des problémes de physiopathologie qu’il pose (hémoconcentra- 
tion, diminution de la réticulocytose, parasitisme des hématies 
mires). Il faut souligner absence de toule manifestation d’im- 
mumité acquise et, d’autre part, VPimpossibilité de prévoir 1’ évo- 
lution de la maladie, ce qui géne pour l’essai de médicaments 
anuimalariques. 
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ACTIVITE DE LA TOXINE DE W. PERFRINGENS 


Il. — TITRAGES /N V/TRO EN PRESENCE DE SERUM HUMAIN 
OU DEMULSION DE JAUNE D’CEUF 


par Mayris GUILLAUMIE, A. KREGUER, M. GEOFFROY et G. READE (°). 


(Institut Pasteur.) 


En 1939, Seiffert [1] et Nagler [2] constatent que les filtrats des cul- 
tures de W. perfringens (Cl. perfringens type A) déterminent un 
trouble dans le sérum humain ; Nagler observe ensuite que cette réac- 
tion est inhibée par les sérums anti-perfringens homologues et peut 
servir 4X évaluer l’activité de la toxine perfringens et celle des sérums 
correspondants. 

En 1941, Mc Farlane et ses collaborateurs [3] signalent les faits 
suivants : a) Vantigéne létal et nécrosant qo de la toxine perfringens 
opacifie une émulsion limpide de jaune d’ceuf et décompose la léci- 
thine du jaune d’oeuf en phosphorylcholine et diglycéride ; 6) la réaction 
observée avec le sérum humain est due a l’antigéne perfringens ¢ ; 
c) les ions Ca++ intensifient l’effet lécithinasique de cet antigéne ; 
d) les sérums anti-perfringens empéchent la décomposition de la léci- 
thine par la toxine a ; e) les résultats du titrage in vitro des sérums 
anti-perfringens en présence de lécithine ou d’une émulsion de jaune 
d’ceuf présentent une concordance satisfaisante avec ceux des dosages 
in vivo sur souris: le test in vitro est considéré comme propre a 
mesurer le taux de l’antitoxine g dans les sérums anti-perfringens. La 
méme année, Oakley et Warrack [4] démontrent que le titrage des 
sérums anti-perfringens en présence de lécitho-vitelline et de toxine 
perfringens diluée avec un tampon boraté et peptoné fournit, & de rares 
exceptions prés, des résultats en accord avec ceux des titrages sur souris. 
Kn 1941 également, Heyningen [5] note qu’il n’a pas encore trouvé des 
conditions d’estimation sire de lantitoxine perfringens en présence des 
émulsions de jaune d’ceuf. Ajoutons que les travaux anglais [3, 4, 5] 
ont insisté sur la variabilité de ces émulsions. 

Grodko [6] a titré de nombreux sérums anti-perfringens in vitro, en 
présence de sérum humain, et, in vivo, sur souris. Au cours des titrages 
in vitro, il a dilué les sérums et la toxine homologue avec de l’eau phy- 
siologique contenant 0,3 p. 100 de phénol comme l’avait déja fait 
Tseknovitzer. Dans beaucoup de cas, Grodko a observé une concor- 
dance totale entre les résultats obtenus in vitro et in vivo, mais, dans 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1 avril 1954. 
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d’autres cas, il a noté des discordances nettes: celles-ci étaient vues 
parmi les sérums titrant plus de 200 unités. 

Nous avons fréquemment obtenu des résultats concordants [7 @ et b] 
lorsque nous avons utilisé la méme toxine perfringens pour titrer des 
sérums anti-perfringens in vivo sur souris ou in vitro en présence de 
sérum humain ou d’émulsion de jaune d’ceuf ; au cours des différents 
dosages, nous avions pris de l’eau physiologique ordinaire pour dis- 
soudre la toxine et diluer les sérums : dans une partie des titrages in 
vitro, la toxine n’était pas additionnée de Cl,Ca ; dans une autre partie, 
cet activateur était ajouté A la toxine [7a]. A la suite de ces obser- 
vations, nous avons trés souvent employé la méthode au sérum humain 
pour déterminer en présence de Ca le titre anti-¢ de nombreux sérums 
anti-perfringens et l’activité d’une partie des toxines perfringens que 
nous avons successivement préparées : nous avons évalué l’activité des 
premiéres toxines en présence d’un vingtiéme d’unité de sérum étalon 
anti-perfringens dilué avec de leau physiologique ordinaire ; trois 
d’entre elles ont été titrées comparativement en présence d’une unité 
anti-g de cet étalon [8]. Dans un cas, la dose la plus forte de sérum 
étalon a neutralisé exactement vingt fois plus de toxine que la dose la 
plus faible ; dans les deux autres cas, une unité anti-¢ a seulement 
neutralisé dix-sept fois plus de toxine que 0,05 unité anti-g. Nous 
avons constaté par ailleurs [9], en titrant in vitro des toxines cde- 
matiens, septicum et histolyticum en présence des sérums étalons cor- 
respondants, que les poids de tozine neutralisés par des doses diffé- 
rentes d’immunsérum homologue ne sont pas toujours proportionnels 
aux doses de sérum employées ; aussi avons-nous jugé nécessaire de 
poursuivre le titrage de la toxine perfringens dans diverses conditions. 


ToxINnEs perfringens EMPLOYEES. CONDITIONS GENERALES 
DES TITRAGES. DEFINITIONS. 


Avec 4 souches de Welchia perfringens (souches SS, Lechien, 
A100P et BP6K), nous avons préparé en bouillon Vf glucosé a 
1 p. 1000 de nombreux échantillons de toxine perfringens. Les 
différentes préparations contenaient 30, 60, 90 et méme 100 et 120 
doses mortelles par ml (titrages sur souris de 17 a 20 g, voile 
veineuse) ; chaque préparation a été précipitée par le sulfate 
neutre d’ammonium, desséchée a poids constant et titrée. Nous 


avons étiqueté : ES1, ES2....... , ES15, ES16 les toxines élaborées 
parla couche .So.; Ii si2,...... , E48, E49 les toxines faites avec 


la souche Lechien ; EP'1, EP2, etc., les toxines de la souche A100P 
et EB1, EB2, les toxines de la souche BP6K. L’antigéne a des 
toxines ES1, ES2, EPS, que nous citerons plus loin n’est accom- 
pagné que de traces d’hémolysine oxydable 6 ; les toxines ES8, 
ES11, ES13 ne contiennent pas d’hémolysine 69; les autres 
toxines en contiennent des quantités plus ou moins grandes. 


Nous avons recherché in vitro, en présence de sérum humain comme 
indicateur, la dose lécithinasique Le 20Ca de beaucoup de ces prépa- 
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rations [7a], c’est-’-dire le poids de toxine, qui, en présence de Ca et 
de 1/20 d’unité étalon d’antitoxine perfringens a, détermine une opa- 
lescence légere dans le sérum humain (ce degré de turbidité atteste 
que le mélange considéré toxine perfringens + antitoxine wo — ne 
contient qu’une faible quantité d’antigéne o non neutralisé). 

Nous avons en outre évalué in vitro la dose Le de plusieurs de 
ces toxines : d partir de 1947 [40], nous avons appelé Le le poids de 
toxine qui, en présence de Ca et d’une unité anti-perfringens a, contient 
suffisamment d’antigéne @ non combiné pour faire apparaitre une 
opalescence légére dans le sérum humain. 

Nous avons signalé en 1946 que nous nous servions d’eau physio- 
logique ordinaire (eau distillée + 9 p. 1000 CINa pour dissoudre les 
toxines dont nous recherchions la dose lécithinasique Le/20Ca [7a]. 
Ultérieurement, nous avons utilisé comme solvant : soit de l’eau phy- 
siologique additionnée de 0,3 p. 100 de phénol neige (eau physiologique 
phéniquée), soit de l’eau distillée additionnée de 2,5 p. 100 de Cl,Ca 
cristallisé et de 0,3 p. 100 de phénol (eau calcifiée et phéniquée). 

Au cours d’une série de déterminations, nous avons titré les mémes 
toxines en présence d’une émulsion de jaune d’cuf frais (ceuf de 
poule) ; nous avons employé les toxines aprés dissolution : dans de l’eau 
physiologique phéniquée (EP ph.), dans de l’eau physiologique ordi- 
naire (EP ord.) ; dans le tampon boraté et calcifié utilisé par Kemény 
et Ilés [414]. 

Chaque solution des différentes toxines est centrifugée avant le 
titrage ; tous les volumes sont mesurés trés soigneusement avec des 
pipettes de précision. 

Sérums étalons anti-perfringens. — Au cours des titrages, nous avons 
employé 3 sérums étalons anti-perfringens contenant tous 20 unités 
d’antitoxine g, par millimétre : l’étalon intial. anglais de 1931, proposé 
par P. Hartley ; l’étalon actuel anglais, proposé en 1942 par P. Hartley et 
Evans ; l’étalon danois de 1942, préparé par Ipsen. Le dernier de ces 
étalons contient un peu moins d’anti-hémolysine# que le premier ; 
le deuxiéme a une teneur extrémement faible en anti-hémolysine @. 

Nous avons titré, avec l’étalon anglais de 1931, les toxines étiquetées 
KS1, ES5, EP5, E45, E48 ; avec l’étalon anglais de 1942 : les toxines 
42, E47, ES7, ES11, ES12, ES13, ES15, ES16, EB,, EB, ; avec 1’étalon 
danois de 1942 ; les toxines ES3, ES7, ES16 (mous avons recu 1’étalon 
anglais de 1942 en flacons étiquetés GGP28, GGP29, GGP30, etc. ; 1’étalon 
danois préparé par Ipsen a été distribué dans des flacons étiquetés PE21 
4 PE89 inclus). 

Origine du sérum humain. — Depuis 1944, nous avons utilisé 
16 échantillons de sérum humain du groupe O ; leur volume a varié 
entre 150 et 200 ml; chacun de ces échantillons a été obtenu en 
mélangeant de nombreux sérums_ prélevés a l'Institut Prophy- 
lactique (1) & des sujets différents. Chaque mélange est filtré sur 
bougies L2 puis réparti par quantités de 10-12 ml dans des tubes stériles 
de 12 x 170 mm bouchés au colon ; les tubes, aprés une heure de 


(1) M™° Principe nous procure aimablement tout le sérum humain 


dont nous avons besoin ; nous lui adressons de tres vifs remerciements 
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chauffage dans un bain-marie A 56°, sont capuchonnés solidement et 
stockés 4 la température de 2° pendant cing a six mois: les différents 
échantillons ainsi préparés conservent pendant ce laps de temps toute 
leur valeur d’indicateur dans la réaction que nous étudions ici. 

Emulsion de jaune d’ceuf. — Battre un ceuf frais de poule dans 500 ml 
d’eau physiologique ; ajouter 20 g de kaolin [4] ; agiter ; filtrer sur 
papier ; centrifuger, filtrer sur bougie L2; distribuer le filtrat dans 
des tubes stériles et conserver ceux-ci & 2° pendant cing A sept jours. 

Tubes utilisés pour titrer les toxines. — Tubes de 5,5 mm de diamétre 
intérieur et hauts de 55 mm. 


CHAPITRE PREMIER 
Toxines perfringens titrées en présence de sérum humain 


I. Toxines perfringens EN SOLUTION DANS DE L’ EAU 
PHYSIOLOGIQUE PHENIQUEE. 


A. — D&ETERMINATION DE LA Dose Le/20 Ca DES TOXINES. 


Les différentes étapes du titrage sont les suivantes : 

1° Préparer une solution de toxine 4 une concentration précise, 1 mg 
par ml par exemple. 

2° Diluer le sérum étalon (avec de l’eau physiologique phéniquée) 
pour obtenir une solution contenant 1 unilé d’antitoxine g par milli- 
litre. 

3° Dans six tubes de 5,5 mm de diamétre intérieur, répartir des 
volumes décroissants de la solution de toxine : 0,1, 0,09, 0,08, 0,07, 
0,06, 0,05 ml. 

4° Ajouter dans chaque tube, 0,05 ml d’une solution de Cl,Ca 
a 5 p. 100 (2) filtrée sur bougie L2. 

5° Introduire ensuile des quantités décroissantes d’eau_ physiolo- 
gique phéniquée dans les 5 derniers tubes (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05) 
afin que le volume du mélange dans ces tubes soit égal a celui du 
mélange contenu dans le premier tube (0,15 ml). 

6° Mettre dans tous les tubes 0,05 ml de sérum  anti-perfringens 
étalon dilué Aa la concentration indiquée ci-dessus. Chacun des tubes 
préparés contient alors un poids connu de toxine, du calcium et 
1/20 @unité d’antitoxzine o. Les tubes sont agités ; ils sont ensuite mis 
pendant quarante-cing minutes 4 37°, puis additionnés de 0,1 ml de 
sérum humain (SH). Le volume total de chaque mélange atteint a ce 
moment 0,3 ml. Aprés avoir agité chaque tube pour bien homogénéiser 
le mélange qu’il renferme, les différents tubes sont alors portés dans 
une étuve 4 37° ; nous les examinons seize 4 dix-huit heures plus tard 
et notons l’aspect des mélanges. Trois éventualités sont possibles : 

a) Tous les mélanges sont limpides : ils contiennent donc un exces 


(2) Cette solution est préparée avec du chlorure de calcium cristallisé 
et de l’eau distillée. 
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de sérum étalon ; la solution de toxine utilisée dans les titrages était 
A une concentration trop faible: il faut faire une solution plus 
concentrée et recommencer le titrage. 

b) Tous les mélanges sont trés opaques : ils contiennent par consé- 
quent un excés important de toxine ; il faut refaire le titrage en 
partant d’une solution de toxine moins concentrée. 

c) Les mélanges contenant les plus fortes doses de toxine sont 
troubles ; ceux qui contiennent les doses les plus faibles sont lim- 
pides ; l’un des tubes intermédiaires est Iégérement opalescent ; il 
indique la dose Le/20 Ca recherchée. Nous contrélons ce résultat par un 
autre dosage au cours duquel la toxine est généralement utilisée 4 deux 
concentrations différentes. 


B. — D&TERMINATION DE LA DOSE Le (EN PRESENCE DE Ca). 


Dans le cas d’une toxine totalement inconnue, on essaye, au cours de 
deux titrages d’orientation, plusieurs doses de toxine variant entre elles 
du simple au double. 

Ces deux essais préliminaires permettent de déterminer la valeur 
approximative de la dose Le de la toxine a titrer; ils indiquent a 
quelle concentration il convient ensuite de dissoudre cette toxine au 
cours du titrage définitif. Le tableau ci-dessous montre comment ce 
dernier titrage est réalisé. 

NUMERO DES TUBES 


1 2Q 3 4 5 
Solution de la toxine (en ml). . 0,1 0,09 0,08 0,07 0,06 
CiCaa.5) ps LO0 Ken miles wee O05) 0.05) 0.05 8 0 -05nm On0o 
Eau physiologique phéniquée 
(onal) 2%) fee Be ae 0 0,01 0,02 0,03 0,04 
Etalon 4 10 unités anti-a par ml 
(Gntml ee. Ses ee Od. 04 Ort Odes cOed 


Chaque tube contient 1 unité d’antitoxine a de sérum étalon 
anti-perfringens. Les tubes sont agités, ensuite placés pendant 
quarante-cinq minutes a 87° puis, dans chacun, on introduit 
0,1 ml de sérum humain ; tous les tubes sont agités a nouveau 
puis mis dans une étuve a 37° pendant la nuit. Les lectures sont 
faites comme précédemment. Le mélange qui est légérement opa- 
lescent contient le poids de toxine qui représente la valeur de la 
dose Le de cette toxine. 

Des titrages témoins montrent que la dose de Ca mise dans les 
tubes ne modifie pas la limpidité des différentes toxines titrées. 


C. — COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS EN PRESENCE 
D’UN VINGTIEME D’ UNITE: OU D'UNE UNITE D’ANTITOXINE u. 


Nous avons déterminé les valeurs des doses Le/20 Ca et Le de 
12 toxines en présence de Ca et de SH comme nous venons de le 
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signaler. Voici les résultats obtenus avec 8 de ces toxines : 


Toxine E48 : la dose Le/20 Ca=-0,19 mg; la dose Le = 3,8 mg. 


— ESi1: — — 0,041 mg; — 0,82 mg. 
— E812: — — 0,03 mg; — 0,6 mg. 
— ES13: — — 0,035 mg; —- 0,6 mg. 
— S15: — — 0,042 mg; —_ 1,12 mg. 
— ES16: — — 0,41 me; — Slesth jane 
— EB1i: — — 0,48 mg; —_— 3,1 mg. 
— EB2;: — — 0,235 mg; — 4,715 mg. 


En multipliant par 20 chacune des doses Le/20 Ca que nous 
avons évaluées, nous avons calculé la valeur théorique de la dose 
Le de chacune des 12 toxines examinées ; nous avons comparé les 
résultats de ce calcul aux résultats des titrages indiquant la valeur 
expérimentale de la dose Le des mémes toxines. Cette confronta- 
tion met ceci en évidence : 

a) Huit fois sur douze les résultats du calcul concordent avec 
ceux des dosages ; exemple : la dose Le de la toxine ES11 est 
égale a 0,82 mg d’aprés le calcul (0,041 x20) comme d’aprés le 
titrage (derniére colonne du tableau ci-dessus). Expérimentale- 
ment, la dose Le de la toxine ES1 est égale 4 2,6 mg et la dose 
Le/20 Ca a pour valeur 0,13 mg ; 

b) Trois fois, la valeur expérimentale de la dose Le est infé- 
rieure a la valeur calculée : de 13 a 14 p. 100 (toxines ES13 et 
EB1) ou de 22 p. 100 (toxine ES16) ; 

c) Une fois, la dose Le déterminée expérimentalement est supé- 
rieure a la valeur calculée : c’est le cas de la toxine ES15. En 
effet, d’aprés le titrage, il faut ajouter A une unité d’antitoxine « 
1,12 mg de la toxine ES15 pour rendre le sérum humain visible- 
ment opalescent alors que d’aprés le calcul 0,84 mg de toxine 
aurait da suffire (0,042 x 20). 

De ces titrages en présence de ‘sérum humain, il ressort donc 
que huit fois sur douze une unité d’antitoxine a neutralise exacte- 
ment vingt fois plus de toxine perfringens qu'un vingtiéme d’unité 
anti-a ; dans 3 cas, seize a dix-huit fois plus de toxine qu’un 
vingtiéme d’unité anti-a et, dans un cas, il faut ajouter vingt-six 
fois plus de toxine a une unité d’antitoxine a qu’a un vingtiéme 
d’unité anti-c pour déterminer une opalescence légére dans le 
sérum humain. 


Remarques. — a) La dose Le/20 Ca de la toxine E42 a été déterminée 
a trois ans d’intervalle en présence de deux échantillons de sérum 
humain ; les deux titrages ont montré qu’elle était égale 4 0,40 mg. 

b) Entre 1947 et 1951, nous avons recherché cing fois la dose Le/20Ca 
de la toxine ES7 ; nous avons chaque fois utilisé un nouvel échantillon 
de sérum humain. En présence de trois de ces échantillons, la dose 
Le/20Ca a été égale & 0,32 mg et, en présence de deux autres, elle a 
eu pour valeur 0,34 mg. 


52 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


En 1947 et en 1953, nous avons trouvé que la dose Le/20 Ca de la 
toxine ES13 était égale A 0,035 (titrages en présence de deux échantillons 
de sérum humain). 

c) En ce qui concerne la toxine ES15, le rapport entre les valeurs des 
doses Le et Le/20 Ca précédemment signalées est trés élevé puisqu il est 
égal 4 26 au lieu de 20. Ce fait nous a engagé a reprendre le titrage 
in vitro de cette toxine ; mais, au lieu d’employer comme solvant de 
l'eau physiologique phéniquée comme dans les titrages précédents, nous 
avons utilisé de l’eau distillée additionnée de Cl,Ca et de phénol. Simul- 
tanément, nous avons titré trois autres toxines dans de telles 
conditions. 


II. Toxines perfringens EN SOLUTION 
DANS DE L’EAU CALCIFIEE ET PHENIQUEE. 


Chaque toxine perfringens est dissoute dans de l’eau distillée 
additionnée de 2,5 p. 100 de Cl, Ca cristallisé et de 0,3 p. 100 
de phénol neige. Les doses Le/20 Ca et Le de chaque toxine ainsi 
mise en solution sont déterminées dans des tubes de 5,5 mm de 
diamétre intérieur. Des quanlités décroissantes de la solution de 
toxine sont réparties dans les tubes; nous complétons a 0,1 ml 
avec de l’eau calcifiée 4 2,5 p. 100 et phéniquée a 0,3 p. 100; dans 
chaque tube, nous introduisons la dose voulue de sérum étalon 
dilué avec EPph. (un vingtiéme d’untié anti-o ou une unité anti-a, 
suivant le but du titrage) ; les tubes sont portés pendant quarante- 
cinq minutes a Ja température de 37°, ensuite additionnés de 
0,1 ml de sérum humain, agités, puis laissés pendant la nuit 4 37°. 
Leur aspect est noté comme d’habitude. 

A titre d’exemple, voici un bref protocole permettant d’évaluer 
la dose Le d’une toxine en solution dans de l’eau calcifiée et 
phéniquée : 


NUMERO DES TUBES 


1 2 3 4 sy) 
Solution de la toxine (en ml). . . 0,1 0,09 0,08 0,07 0,06 
Kau calcifiée et phéniquée (en ml). 9 O00 0502, 05039 20504 
Sérum a 10 unités anti-« par ml 
Cememnll ay Syed ta, race acai ate On 0) 4 0,1 0,4 0,1 
Sérurna humvain (enya. see Deni sail 0,4 0.1 0,4 


Résultats : En titrant 4 toxines selon ce procédé, nous avons 
obtenu les résultats suivants : 


Toxine’ ES cee tira ac ae eee eee la dose Le = 0,85 mg. 
— ES 12: la dose Le/20 Ca=—0,03 mg; — 0,6 mg. 
— ES1i3: — — 0,027 mg; — 0,58 mg. 
— E845: — — 0,044 mg; — 1,12 me. 


Les rapports entre les doses Le et Le/20 Ca notées dans ce 
tableau sont respectivement égaux a 20 (toxine ES12), a 21 
(toxine ES18), 4 25 (toxine ES15). 
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Les résultats inscrits 4 la page 51 montrent que : a) les doses Le 
des toxines ES11, ES12, ES13, ES15 en solution dans de l’eau 
physiologique phéniquée sont respectivement égales a 0,82-0,6-0,6 
et 1,12 mg ; ces valeurs concordent avec celles que nous indiquons 
ci-dessus ; b) les doses Le/20 Ca des trois derniéres toxines titrées 
aprés dissolution dans l’eau physiologique phéniquée sont égales 
a 0,03-0,035-0,042 mg. Ici encore le mode de titrage des toxines 
ES12 et ES15 n’influence pas les résultats numériques : d’aprés 
les différentes déterminations, un vingtiéme d’unité d’antitoxine «. 
neutralise 0,3 mg de toxine ES12 et 0,044 ou 0,042 mg de toxine 
ES15 (étant donné qu’il faut ajouter 1,12 mg de toxine ES15 & une 
unilé d’antitoxine « pour observer un effet lécithinasique, nous 
avions supposé qu’un vingtiéme d’unité anti-a neutraliserait 
0,056 mg de cette toxine). 

Comparons a présent l’activité des toxines perfringens dissoutes 
dans de l'eau physiologique phéniquée ou ordinaire. 


III. Pouvorrk COMBINANT COMPARE DES TOXINES perfringens 
EN SOLUTION DANS DE L’EAU PHYSIOLOGIOQUE PHENIQUEE 
OU DANS DE L’EAU PHYSIOLOGIQUE ORDINAIRE. 


L’activité de toutes les toxines est évaluée en présence de Ca 
et de sérum humain dans nos conditions expérimentales habituelles 
(lorsque nous partons d’une toxine dissoute en EP ord., nous 
employons, au cours du titrage, de l’eau physiologique ordinaire 
pour diluer Vantitoxine a et pour amener au méme volume, dans 
les tubes de 5,5 mm de diameétre, les différentes quantités de la 
solution toxique que nous étudions. L’eau physiologique est ajustée 
a pH 7,2 avant de l’utiliser comme solvant des toxines). 

Voici les valeurs Le/20 Ca et Le de diverses toxines 


Toxine : 
E45: Le/20 Ca 0,38 mg dans EP ph.; 0,32 mg dans EP ord. 
E 46: — 0,60 mg — 0,60 mg — 
E47: — 0,19 mg — 0,18 mg = 
E 48: — 0,19 mg _- 0,16 mg — 
E49: _ 0,16 mg _ 0,16 mg _— 
ES5: _ 0,21 mg — 0,21 mg — 
ES7: — 0,32 mg — 0,30 mg — 
EB1: — 0,18 mg — 0,19 mg — 
EPS: — 0,24 mg =— 0,49 mg — 
ESi1: Le = 0,82 mg dans EP ph.; 0,75 mg dans EP ord. 
ES12; .— 0,60 mg —_ 0,55 mg — 
ESD). 4,42 mg = 1,00 mg — 
ES16: — 4,7 mg — 1,7 mg — 
I ALR 3,14 mg =e 3,0 mg a 
BB we — 4,73 mg — 4,86 mg — 
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D’aprés les titrages de ces 14 toxines additionnées d’anti- 
toxine a, il ressort que : a) pour opacifier le sérum humain en pré- 
sence d’eau physiologique ordinaire il faut, dans 2 cas, légére- 
ment plus de toxine qu’en présence d’eau physiologique phéniquée 
(toxines EB1, EB2); 6) dans 4 cas, l’étalon anti-perfringens 
neutralise autant de toxine dans |’eau physiologique ordinaire que 
dans l’eau physiologique phéniquée (toxines E46, E49, ES5, 
ES16) : ainsi, pour faire apparaitre une légére opalescence dans 
le sérum humain, il faut utiliser, en présence d’une unité d’anti- 
toxine a, 1,7 mg de toxine ES16 que la toxine soit en solution 
dans de l’eau physiologique ordinaire ou dans de l’eau physiolo- 
gique phéniquée ; c) dans 5 cas, l’antitoxine a neutralise presque 
autant de toxine dans le premier solvant que dans le deuxiéme : 
l’écart est de 5 ou 8 p. 100 (toxines E47, ES7, ES11, ES12) 
ou de 10 p. 100 (toxine ES15); d) dans 3 cas, i] faut net- 
tement moins de toxine en solution physiologique ordinaire qu’en 
solution phéniquée pour rendre le sérum opalescent : lécart 
atteint deux fois 15 p. 100 (toxines E45 et E48) et une fois 
20 p. 100 (toxine EP5). L’ensemble des résultats fournis par les 
titrages au cours desquels du sérum humain sert de réactif met 
done en évidence que onze fois sur quatorze ]’antitoxine « en pré- 
sence d’eau physiologique ordinaire neutralise autant ou sensi- 
blement autant de toxine qu’en présence d’eau physiologique phé- 
niquée. 


Remarque. — Les résultats que nous venons de donner ont été obtenus 
en utilisant, pour activer les toxines, une solution de Cl,Ca 4 5 p. 100 ; 
des essais préliminaires [7 a] et les observations suivantes indiquent la 
raison qui nous a amenées 4 adopter une solution calcique aussi concen- 
trée au cours de nos titrages. 

Pour rechercher les variations de la dose Le de trois toxines prefrin- 
gens (ES12, ES15, E42) en fonction de quantités variables de Cl,Ca cris- 
tallisé, nous avons utilisé, comparativement, des solutions de Cl,Ca a 
5 p. 100, 0,5 p. 100 et 0,05 p. 100. Nous avons dissous les toxines dans 
de l’eau physiologique a pH 7,2. 

Nous avons préparé 5 séries de 5 tubes (diamétre : 5,5 mm) pour titrer 
chaque toxine dans nos conditions usuelles. Tandis que nous avons 
ajouté a la toxine, dans Ja 1” série de tubes, 0,05 ml d’une solution de 
Cl,Ca 4 5 p. 100, nous avons mis, dans la 2° série de tubes, 0,05 ml de 
Cl,Ca a 0,5 p. 100, dans la 3° série, 0,05 ml de Cl,Ca a 0,05 p. 100, dans 
la 4° série, 0,05 ml de CINa a 5 p. 100 ; dans la 5° série de tubes nous n’in- 
troduisons ni CINa 4 5 p. 100 ni de Cl,Ca. Dans tous les tubes, nous 
ajoutons 1 unité d’antitoxine @ et, quarante-cing minutes plus tard, 
0,1 ml de sérum humain chauffé. L’aspect des tubes aprés seize a dix- 
huit heures d’étuve & 37° montre que l’activation est incompléte en 
présence de la dose la plus faible de Ca. Exemple : 1° la dose Le de la 
toxine ES16 est égale 4 1,7 mg, 1,8 ou 2,1 mg suivant que la solution de 
Cl,Ca employée dans le titrage est 4 5 p. 100, 0,5 p. 100 ou 0,05 p. 100 ; 
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la dose Le de cette toxine a pour valeur 2,4 mg en l’absence de Cl,Ca et 
2,5 mg en présence de ClNa a 5 p. 100 ; 2° la dose de Le de la toxine 
ES15 est égale 4 1 mg ou A 1,275 mg suivant que nous employons, 
au cours du titrage, une solution de Cl,Ca a5 p. 100 ou & 0,05 p. 100. 


CHAPITRE II 


Toxines perfringens titrées en présence d’émulsion 
de jaune d’cuf 


Les toxines sont dissoutes dans de l’eau physiologique phéniquée, 
dans de l’eau physiologique ordinaire ajustée A pH 7,2 ou dans un 
tampon boraté et calcifié préparé selon la formule indiquée par Kemény 
et Illés [9]. Ce tampon contient de la gélatine et de l’acide éthyl- 
mercurithiosalicylique (merthiolate) ; il est ajusté & pH 7,2 avec 
NaOH. 

L’antitoxine o, ajoutée aux toxines est diluée avec de l’eau physio- 
logique phéniquée, avec de l’eau physiologique ordinaire ou avec le 
tampon, suivant que les toxines sont dissoutes dans le lier, dans le 
deuxiéme ou dans le troisiéme solvant. 

Le titrage des toxines en présence de lécitho-vitelline (LV) cst effectué 
exactement comme en présence de sérum humain. 

Les différentes doses de toxine que nous répartissons dans les tubes 
de 5,5 mm de diamétre sont amenées au méme volume avec le liquide 
qui est choisi pour dissoudre la toxine ; dans chaque tube, nous ajou- 
tons ensuite l’antitoxine o, et quarante-cing minutes plus tard 0,1 ml 
de LV. Nous prenons toujours comme terme du titrage le tube qui, 
aprés seize a dix-huit heures 4 37°, contient un mélange légérement 
opalescent, sans flocons. 

Voici en particulier comment est réalisé le titrage d’une toxine en 
solution dans le tampon boraté : répartir dans les tubes de 5,5 mm de 
diamétre des volumes décroissants de la toxine dissoute dans le tampon : 
compléter 4 0,2 ml avec le tampon ; ajouter dans chaque tube une unité 
d’antitoxine o (0,1 ml de sérum étalon convenablement dilué avec le 
tampon). Agiter les tubes et les porter A 37° pendant’ quarante-cing 
minutes. Ajouter 0,1 ml de LV ; remettre les tubes a 37° aprés les avoir 
agités ; les examiner seize ou dix-huit heures aprés. Le tube contenant 
un mélange légérement trouble indique le résultat a inscrire. 

Résultats des titrages en présence d’émulsion de jaune d’cuf. — 
Les toxines en solution dans de l’eau physiologique phéniquée ou ordi- 
naire sont titrées en présence d’une dose de Ca identique 4 celle que 
nous avons employée dans les titrages faits parallélement en présence de 
sérum humain (voir page 49). 


a) Valeurs de la dose Le/20 Ca de 3 loxines®: 


Toxine ES 14. . 0,018 mg dans EP ph.; 0,028 mg dans EP ord. 
— E812. . 0,017 mg _ 0,023 mg ~- 
— ES15. . 0,025 mg os 0,037 mg _ 
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b) Valeur de la dose Le de 4 toxines (en présence de Caye 


TOXINE pans EP ph pans EP ord. DANS TAMPON 
BS eee comme 0,68 mg 0,65 mg 
ORBITS Bes) Up Sn 0,5 mg 0,45 mg 
SiS 0. wise nO oun: 0,95 mg 0,72 mg 
ES16 . 4,3 mg 40. Me 4,3 mg 


Ces données numériques indiquent que 

a) Les doses Le/20 Ca et Le des toxines litrées en présence d’eau 
physiologique ordinaire sont respectivement supérieures a celles 
des toxines dissoutes dans de l’eau physiologique phéniquée. 
La dose Le des toxines en solution dans EP ord. dépasse de 
4 4 24 p. 100 celle des toxines titrées en présence de tampon 
borateé ; 

b) Dans 2 cas sur 4, les résultats des titrages en présence 
de tampon et d’eau physiologique phéniquée concordent. Ainsi, 
la dose Le de la toxine ES12 est égale a 0,45 mg et celle de la 
toxine ES16 a 1,3 mg, que la toxine soit titrée aprés dissolution 
dans le tampon ou aprés solubilisation dans de l’eau physiologique 
phéniquée. 

Dans les deux autres cas, les titrages en présence de tampon 
different de 15 et 20 p. 100 de ceux obtenus en présence d’eau 
phéniquée ; 

c) D’aprés les titrages effectués en présence d’eau physiologique 
ordinaire, Ja dose Le de la toxine ES12 est vingt et une fois plus 
élevée que la dose Le/20 Ca de cetle toxine ; le rapport des doses 
Le et Le/20 Ca de la toxine ES11 est égal a 24 ; la dose Le de la 
toxine ES15 est vingt-cing fois plus grande que la dose Le/20 Ca 
de cette toxine ; 

d) D’aprés les titrages faits en présence d’eau physiologique 
phéniquée, les rapports entre les doses Ie et Le/20 Ca des mémes 
toxines ont respectivement pour valeur 26, 30, 36. Une unité d’an- 
titoxine a neutralise done dans ces conditions expérimentales un 
poids de toxine supérieur a celui que nous avions calculé a la 
suite des titrages indiquant dans des conditions analogues le 
poids de toxine effectivement inhibé par un vingliéme d’unité 
anti-z. Autrement dit, l’antitoxine a a la dose de 0,05 unité a 
un pouvoir combinant relativement faible dans les conditions 
indiquées. 

En évaluant, en présence d’émulsion de jaune d’ceuf, le pouvoir 
combinant de basses concentrations de toxine perfringens et d’an- 
litoxine homologue (0,04 et 0,08 unité anti-a), Heyningen [4] a 
observé des résultats irréguliers : il a pensé qu’ils étaient peut- 
étre dus a la dissociation du complexe toxine-antitoxine aux basses 
concentrations. 
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CHAPITRE III 


Résultats comparés des titrages réalisés en présence 
de sérum humain ou d’émulsion de jaune d’ceuf 


Dans ce chapitre, nous groupons les résultats des chapitres précédents. 
Nous ne rappellerons donc ici que trés bri¢vement les conditions expé- 
rimentales des titrages : dans deux séries de tubes de 5,5 mm de 
diamétre, nous répartissons des quantités décroissantes de la méme 
solution de toxine perfringens, la dose habituelle de Cl, Ca et une 
quantité fixe d’antitoxine « (par exemple, 1/20 d’unité anti-o) ; nous 
complétons au méme volume (par addition d’eau physiologique ordi- 
naire ou phéniquée suivant que la toxine est en solution dans EP ord. 
ou dans EP ph.) ; nous portons les tubes 4 37° pendant quarante-cing 
minutes. Nous ajoutons ensuite 0,1 ml de sérum humain dans la pre- 
miére série de tubes et 0,1 ml d’émulsion de jaune d’ceuf dans la 
deuxiéme série. Tous les tubes sont mis dans une étuve a 37° et exa- 
minés seize a dix-huit heures plus tard. Nous notons alors le poids de 
toxine qui détermine une opalescence légére dans l’un des tubes de la 
premiére série (sérum humain) et dans l’un des tubes de la deuxiéme 
série (émulsion de jaune d’ccuf). 


D’aprés nos titrages en présence d’antitoxine a le poids de 
toxine perfringens qui opacifie légérement le sérum humain est 
supérieur 4 celui qui rend légérement trouble l’émulsion de jaune 
d’ceuf. Ceci est en accord avec ce qui a été dit [8, 4] sur la sensi- 
bilité de ce dernier réactif (8) utilisé dans des conditions expéri- 
mentales différentes des ndtres. 


(3) Nous avons souvent recherché le plus petit volume de culture 
perfringens filtrée qui fait apparaitre une légére opalescence dans le 
sérum humain chauffé (SH) ou dans une émulsion de jaune d’ceuf (LY). 
Voici comment nous avons expérimenté avec l’un de ces filtrats : nous 
avons préparé trois séries de tubes de 5,5 mm de diamétre. Dans ceux 
de la premiére série, nous répartissons des quantités décroissantes de 
filtrat dilué avec EP ord. Nous complétons 4 0,2 ml avec EP ord. et 
ajoutons 0,2 ml de SH. Dans la deuxiéme série de tubes, nous 
mettons des quantités décroissantes de filtrat dilué avec EP ord. Nous 
complétons 4a 0,2 ml avec EP ord. et ajoutons 0,2 ml de LV. Dans la 
troisi¢me série de tubes nous distribuons des quantités décroissantes de 
filtrat dilué avec le tampon de Kemény et Illés ; nous complétons a 0,2 
ml avec ce tampon et ajoutons 0,2 ml de LV. Nous examinons tous les 
tubes apres seize 4 dix-huit heures d’étuve a 37° (nous n’avons pas mis 
d’antitoxine g, dans ces tubes). 

Résultats : Un des tubes de la premiére série montre qu’il faut 0,0008 
ml de filtrat pour opacifier le SH ; d’aprés les tubes des deux séries 
suivantes, 1’émulsion de jaune d’ceuf devient opalescente en présence de 
0,0001 ml ou de 0,0002 ml de filtrat suivant que celui-ci est dilué avec 
EP ord. ou avec le tampon indiqué. 
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Pour chacune des toxines que nous avons titrées en présence 
d’un vingtiéme d’unité anti- ou vis-a-vis d’une unité anti-a, nous 
avons caleulé le rapport entre le poids de toxine qui provoque un 
léger trouble dans le SH et le poids de toxine qui opacifie 
visiblement la lécitho-vitelline. La confrontation des résultats 
indique que les valeurs des différents rapports sont générale- 
ment plus importantes dans les titrages faits en présence de 0,05 
unité anti-a que dans ceux ot: nous “employons une unité anti-a. 
On peut s’en rendre compte en examinant dans les deux tableaux 
ci-dessous, les poids de toxine qui indiquent les doses Le/20 Ca et 
Le des toxines ES11, ES12, ES15 titrées en présence de SH ou 
de LV. 

a) Titrages en présence d’eau physiologique phéniqguée (EP ph) : 


Toxine ES7 : Le/20 Ca=0,32 mg (SH); 0,22 mg (LV) 
— ES: a 0,041 mg (S H); 0,018 mg (L 2) 
— ES12: _ 0,03 mg (SH); 0,017 mg (LV ’) 
— ES15: — 0,042 mg (S H); 0,025 mg (L V) 
Toxine ES if: Le = 0,82 mg (S H); 0,55 mg (L V) 

— E812: — 0,60 mg (SH); 0,45 mg (L V) 
— E813: — 1,12 mg (SH); 0,9 mg (L V) 
— ES16: — 1,7 mg (SH); 1,3 mg (L VY) 


D’aprés la deuxiéme ligne de ce tableau, il faut, en pré- 
sence de Ca et d’un vingtiéme d’unité anti-a, 0,041 mg de toxine 
ES11 pour opacifier légérement 0,1 ml de SH et il suffit de 
0,018 mg de cette toxine pour déterminer un trouble visible dans 
0,1 ml de LV, la toxine étant dissoute dans EP ph; le rapport 
entre ces deux poids de toxine est égal a 2,2. 

Dans les inémes conditions de titrage, il faut respectivement 
0,042 mg et 0,025 mg de toxine ES15 pour opacifier faiblement 
SH et LV ; le rapport entre ces deux poids de toxine est égal a 1,7. 
Lorsque la méme toxine est titrée en présence d’une unité anti-a, 
le rapport entre les résultats des titrages (1,12 et 0,9 mg) est égal 
Es fee 

On peut voir dans le tableau suivant que les résultats sont plus 
réguliers lorsqu’on recherche en présence de Cl,Ca, d’eau physio- 
logique ordinaire et d’une unité d’ antitoxme a les poids de 
4 toxines qui font apparaitre une légére opalescence dans 0,1 ml 
de SH ou de LV (ces poids indiquent la valeur Le des toxines) ; ; 

b) Turages en présence d’eau physiologique ordinaire : 


Toxine ES 41: Le = 0,75 mg (S H); 0,68 mg (L 3 
— ESi2: — 0,35 mg (SH); 0,5 mg (LV) 
— ES145: — 4 mg (S H); 0,95 mg (L V) 
— ES16; — 14,7 mg (SH); 4,5 a (L V) 


D'aprés ce tableau, la toxine ES12 additionnée’ d’une unité 
d’antitoxine « doit étre employée a la dose de 0,55 mg ou de 
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0,5 mg suivant que le titrage est fait en présence de SH ou de 
LV; il faut 1,7 mg de toxine ES16 pour opacifier légérement le 
premier réactif eu 1,5 mg seulement (c’est-a-dire 11 p. 100 de 
moins) pour rendre tr ouble le deuxiéme réactif. 

Dans un prochain article, nous indiquerons la valeur de la dose 
L + de ces toxines et les résultats que nous avons obtenus en 
utilisant celles-ci pour évaluer in vivo et in vitro le titre anti-o 
des sérums anti-perfringens de type A. 


RésuMk. 


Différentes préparations de toxine perfringens précipitées par le 
sulfate neutre d’ammonium sont dissoutes dans divers liquides 
puis additionnées de Ca et de sérum étalon anti-perfringens dans les 
conditions expérimentales décrites : la neutralisation est observée 
en présence de 0,1 ml de sérum humain chauffé ou d’émulsion de 
jaune d’ceuf frais. 


I. OBSERVATIONS EN PRESENCE DE SERUM HUMAIN. — a) Douze 
toxines en solution dans de l’eau physiologique additionnée de 
0,3 p. 100 de phénol neige sont mises comparativement en pré- 
sence de 2 doses différentes d’antitoxine perfringens a: les 
résultats des dosages montrent qu’une unité d’antitoxine perfrin- 
gens a neutralise dans 8 cas sur 12 vingt fois plus de toxine qu'un 
vingtiéme d’unité anti-a; dans 3 cas, cette quantité d’antitoxine 
neutralise seulement seize 4 dix-huit fois plus de toxine qu’un 
vingtiéme d’unité anti-a et dans un cas le rapport entre les poids 
respectifs de toxine apparemment neutralisés par une unité et 
par un vingtiéme d’unité anti-a est égal a 26. 

b) Quatorze toxines sont titrées comparativement en solution 
dans de l’eau physiologique ordinaire et dans de |’eau_ physiolo- 
gique phéniquée - en présence d’eau physiologique ordinaire, 
étalon anti-perfringens neutralise dans 4 cas autant de toxine 
qu’en présence d’eau physiologique phéniquée ; dans 7 cas, les 
résultats des titrages effectués avec les deux solvants different de 
6 ou 10 p. 100 et dans 3 cas de 15 ou 20 p. 100. 


II. — OxsseRVATIONS EN PRESENCE D’EMULSION DE JAUNE D’ OEUF. — 
a) Le titrage de 3 toxines en solution dans de l’eau physiologique 
ordinaire montre que pour opacifier visiblement la lécitho-vitelline 
il faut employer, en présence d’une unité anti-a, vingt et une a 
vingt-cing fois plus de toxine qu’en présence d’un_ vingtiéme 
d’unité anti-a ; 

b) Lorsque les mémes toxines sont dissoutes dans de l’eau phy- 
siologique phéniquée puis additionnées comparativement d’une 
unité et de 0,05 unité anti-a, les titrages indiquent que les poids 
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de toxine neutralisés par un vingtiéme d’unité anli-a sont relati- 
vement faibles ; 

c) Les résultats des dosages faits comparativement en présence 
d’eau physiologique ordinaire ou de tampon boraté different de 


a 


4 4 24 p. 100 (titrages en présence d’une unité d’antitoxine a). 


III. CompaRAISON DES RESULTATS OBSERVES EN PRESENCE DE SERUM 
HUMAIN ET D’KMULSION DE JAUNE D’oEUF. — a) Le poids de toxine 
perfringens qui fait apparaitre, en présence de Ca, d’une unité 
anti-a et d’eau physiologique ordinaire, un léger trouble dans 
0,1 ml de sérum humain dépasse de 9 a 11 p. 100 celui qui opa- 
cifie légérement 0,1 ml de Jécitho-vitelline ; 

b) L’écart entre les résultats observés en présence de sérum 
humain ou de jaune d’ceuf est supérieur 4 11 p. 100 lorsque les 
toxines additionnées de Ca et d’antitoxine a sont employées en 
solution dans de Peau phéniquée. 
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LE « POUVOIR ANTI-INFECTIEUX » 

CHEZ LES SOURIS DES PREPARATIONS DE PHAGES 
ACTIVES SUR SAL. ENTERITIO/S VAR. DANYSZ 
ET SUR SAL. TYPH! MURIUM ET SES RELATIONS 
AVEC LEUR « EFFICACITE » /W V/TRO 


par R. WAHL. 
(Avec la collaboration technique de G. MARTIN-MONCEAUX.) 


(Institut Pasteur.) 


Les essais de traitement des infections expérimentales par des 
phages ont le plus souvent échoué. Cependant quelques auteurs 
ont obtenu des résultats positifs chez des souris infeclées expéri- 
mentalement par diverses espéces bactériennes, d’ailleurs peu 
pathogénes pour ces animaux : Salmonella typhi introduite par 
vole intrapéritonéale ou intraveineuse (Asheshov, Wilson ct 
Topley [4], Fisk [8], Ward [9}) ; Shigella dysenterix introduite 
par vole intracérébrale (Dubos, Straus et Price [2]) ; Shigella 
paradysenterie introduite par voile intrapéritonéale (Morton ct 
Engley [4], Dubos et ses collaborateurs, Morton et Perez- 
Otero [5]) ; Wahl et Terrade [8] ont d’ailleurs constaté Ja multi- 
plication des phages dans le sang des souris. 

Par ailleurs, nous avons proposé une définition de |’ « effica- 
cité » in vitro d’une préparation de phages vis-a-vis d’une souche 
et décrit une épreuve pour |’évaluer d’aprés |’ « effet inhibiteur » 
de diverses concentrations de phages sur diverses concentrations 
de bactéries (6, 7]. Cette épreuve a mis en évidence deux points : 
1° Les efficacités fortes ne sont obtenues qu’avec des mélanges 
de phages de races différentes (1). 2° I] faut en général, pour obte- 
nir Veffet inhibiteur maximum, méme sur une faible concentra- 
tion de bactéries, une trés forte concentration de phages. Par 
exception, quelques mélanges de phages de trés for‘e efficacité 
peuvent agir pleinement a faible concentration. 

Nous avons pensé, pour des raisons déja exposées [7], que l’ac- 
tion du phage in vivo pouvait étre fonction de son « efficacité » 
in vitro. Pour le vérifier, il fallait adopter une épreuve permet- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 mars 1954. 
(1) Bien entendu toutes actives sur la souche. 
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tant d’évaluer sans ambiguité l’action d’un phage sur une souche 
in vivo, en définissant son « pouvoir anti-infectieux ». Cette défi- 
nition ne pouvait étre valable que pour une infection expérimen- 
tale déterminée. I] fallait done choisir, pour l’évaluation du pou- 
voir anti-infectieux, une infection caractérisée par des symptémes 
et une évolution aussi constants que possible, de maniére que toute 
modification due a l’action des phages apparaisse de fagon incon- 
testable. Dans une telle épreuve, il fallait également utiliser les 
phages dans les conditions les plus favorables possibles. C’est 
ce que nous avons essayé de faire. Mais, ces conditions étant tres 
différentes de celles d’une infection spontanée, nous éviterons 
d’en tirer une conclusion quelconque au sujet d’une utilisation 
thérapeutique éventuelle des phages. 


INFECTION DES SoURIS PAR Sal. typhi murium 
ET Sal. enteritidis var. Danysz. 


Souches bactériennes. — Elles appartiennent a deux espéces de Sal- 
monelles trés pathogénes pour les souris: Sal. enteritidis var. Danysz 
et Sal. typhi murium. Une seule souche de chaque espéce a servi 4 tous 
les essais. Les deux souches avaient acquis un pouvoir pathogéne trés 
élevé par plusieurs passages sur souris. Elles ont été entretenues dans 
des conditions nécessaires 4 la conservation de ce pouvoir pathogéne, 
de la fagon suivante : 

1° La souche de Sal. enteritidis (« souche 2 ») est une de celles 
qui sont entretenues par |’Institut Pasteur pour la destruction de cer- 
tains rongeurs. Les cultures utilisées pour les expériences étaient 
conservées pendant deux mois a la glaciére, puis remplacées au bout 
de ce temps par une subculture. La souche a gardé ainsi toute sa viru- 
lence pendant plus d’un an. 

2° La souche de Sal. typhi murium (« souche 294 ») nous a été 
aimablement donnée par Boulgakow. Elle avait servi A des essais 
d’Asheshov. Contrairement a la précédente, sa virulence diminuait 
dés la seconde subculture. Elle a été maintenue par des passages de 
souris 4 souris, et on a utilisé seulement les cultures qui produisaient 
la mort de 100 p. 100 des souris, 4 la dose de 10* bactéries. 


Cuoix DES souRIs. — On a utilisé des souris blanches de 16 a 
18 g, provenant de |’élevage du laboratoire, ayant done toutes 
chances de n’étre pas en état d’infection latente et de n’avoir pas 
été immunisées par une infection antérieure par une des espéces 
inoculées. 


INFECTION ET ISOLEMENT DES ANIMAUX. — Les souris ont été infec- 
tées par une injection intrapéritonéale unique de 0,5 cm*® d’une 
suspension dans eau physiologique de bactéries provenant d’une 
culture de 18 h sur gélose. Le nombre des bactéries injectées a 
varié suivant les expériences. I] était déterminé approximative- 
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ment par opacimétrie avant l’injection et précisé le lendemain 
par numération des colonies sur gélose. 


Les souris témoins étaient toutes placées dans la méme cage. Les 
souris infectées traitées par les phages étaient isolées, chacune dans 
une cage individuelle, A plancher grillagé. Tous les animaux étaient 
nourris avec des gdteaux vitaminés, rangés dans des mangeoires spé- 
ciales, congues pour éviter leur souillure par les déjections. Des pré- 
cautions équivalentes étant prises pour l’eau de boisson. On rédui- 
sait ainsi les chances de réinfection des animaux par voie digestive. 


MALADIES EXPERIMENTALES. 


1° Inrecrion par Sal. enteritidis var. Danysz. — Les symptémes 
et l’évoJution ont été étudiés sur 106 souris, ensemble des témoins 
des diverses expériences. Toutes ont succombé. 


Les symptémes n’apparaissent que 24 4 48 heures avant la mort : 
prostration, hérissement des poils, parfois diarrhée. Chez les souris 
ayant recu de 10° 4 10° bactéries, quelques bactéries apparaissent par- 
fois transitoirement dans le sang vers Ja deuxiéme ou troisiéme heure. 
Mais c’est seulement plus tard, et 4 un moment variable avec le type 
évolutif, que les bactéries apparaissent ou réapparaissent dans le sang 
pour y persister. Quand lévolution est rapide, elles apparaissent 
48 heures aprés l’infection, au taux de 10? 4 103/cm*, qui augmente 
rapidement et atteint 10° 4 10° du quatriéme au sixiéme jour, et, a ce 
moment, l’animal meurt. 

Quand Jlévolution est plus lente, ce qui est relativement rare, ou 
bien les bactéries apparaissent également dans le sang au bout de 
48 heures, mais leur taux augmente seulement au bout de quelques 
jours, ou bien elles n’apparaissent qu’au bout de 4 ou 5 jours. Dans 
les deux cas, le taux des bactéries dans le sang atteint finalement 
10° a 10® bact/cem*? au moment de la mort qui survient au bout de 
7 a 10 jours. 

La dose parait influer légérement sur le temps de survie, autant 
qu’on en peut juger par nos expériences ot les animaux ayant recu 
de fortes doses sont trop peu nombreux. 

En effet, la survie moyenne fut de 6,9 jours pour 18 souris ayant 
recu 200 4 500 bactéries ; de 5,2 jours pour 82 souris ayant recu entre 
103 4 104 bactéries (parmi elles 60 souris ont recu 10° bactéries) ; de 
5,2 jours pour 4 souris ayant recu 2 x 10° bactéries et de 4 jours chez 
deux souris ayant recu 2 x 10® bactéries. 

En tout cas, ces minimes différences sont négligeables et l'étude 
statistique des temps de survie pour l’ensemble des animaux infectés 
non traités (voir le diagramme, fig. 1) montre que 1]’évolution de 1’infec- 
tion est assez réguliére pour que des modifications dues éventuellement 
a Vaction des phages apparaissent clairement. Le temps de  survie 
moyen est de 5,5 jours, les survies extrémes de 2 4 14 jours. La disper- 
sion autour de la moyenne est faible, car 70 p. 100 des animaux ont 
succombé en 4, 5 ou 6 jours, et l’écart type est de 2,37. La distribution 
n’est pas trés éloignée d’une distribution normale, ce qui montre que 
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la réceptivité & infection est & peu prés la méme chez tous les 
animaux. 

A Vautopsie, le foie et la rate sont augmentés de volume et ia 
culture du sang du covur est positive. 


2° InrecTion PAR Sal. typhi murium, — L’¢étude a porté sur 
39 souris. Toutes ont succombé. 


Les symptémes étaient les mémes que dans l’infection par Sal. 
enteritidis var. Danysz, mais l’évolution était généralement plus 
longue. Les doses de bactéries injectées variaient de 200 a 40 000. Dans 
ces limites, la dose influait peu sur le temps moyen de survie, qui 
était de 8,4 jours pour 18 souris ayant recu 200 4 500 bactéries ; 
9,6 jours pour 11 souris ayant recu 2 000 4 4 000 bactéries ; et 8,3 jours 
pour 11 souris ayant recu 15000 4 40000 bactéries. 

Pour l’ensemble des 39 souris 1’étude statistique montre que 1’évo- 
lution est un peu moins réguliére que dans l’infection par Sal. enteri- 
tidis var. Danysz (fig. 2). Le temps de survie moyen est de 9 jours, plus 
erand que dans l’infection précédente, les temps de survie extrémes 
(3 et 19 jours) sont plus distants l'un de l’autre ; la dispersion autour 
de la moyenne est plus grande (54 p. 100 des animaux ont survécu 6 a 
10 jours) ainsi que l’écart type qui est 3,14. 


Donec, bien que Ja souche ulilisée de Sal. typhi murium ait pro- 
duit une infection toujours mortelle, on a constaté des différences 
plus marquées que dans l’infection a Sal. enteritidis var. Danysz, 
dans la réceptivité individuelle des animaux. Elles restent toute- 
fois assez faibles pour que toute modification par un traitement 
soit également évidente. 


IEPREUVE DU  POUVOIR ANTI-INFECTIEUX ) CHEZ LA SOURIS. 


Des lots de 10 ou de 20 souris sont infectés dans les conditions 
indiquées ci-dessus, toutes les souris du méme lot recoivent le 
méme nombre de bactéries de la méme culture. 


La moitié sert de témoins, l’autre moitié regoit une ou plusieurs 
injections intrapéritonéales de la méme quantité (0,5 cm’) de la méme 
préparation de phages (contenant soit des phages d’une seule race, soit 
un mélange de phages de plusieurs races). Dans certains cas, ces 
expériences ont été répétées plusieurs fois avec les mémes_prépara- 
lions de phages, et les calculs ont été faits pour l'ensemble de toutes les 
expériences semblables. 

Le nombre de phages injectés était en général voisin de 2 x 10% (1). 
Dans certains cas, des quantités plus élevées, 5 x 108, 10° et 101° phages 
ont ¢té utilisées sans que les résultats soient différents. On n’a pas 
utilisé, dans cette épreuve, des quantités de phages inférieures 4 108 ; 
mais des essais préalables avaient montré qu’on n’obtenait pas de 
résultats aussi nets avec des quantités de phages inférieures 4 107, 


(1) Tous les chiffres indiquent naturellement le nombre de phages 
aclifs sur la souche infectante. 
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On déterminait le pouvoir anti-infectieux en comparant, par les 
méthodes statistiques, chez les témoins et chez les souris traitées, 
d'une part les temps de survie au point de vue de leur moyenne, 
de leur dispersion autour de la moyenne (écart type), de leurs 
valeurs extrémes ; et, d’autre part, le nombre des guérisons, 
sil y en avait. 

On a comparé ensuite le pouvoir anti-infectieux de la prépara- 
tion avec son « efficacité » in vitro, déterminée par la méthode 
que nous avons décrite dans la publication déja citée [7]. 


RESULTATS. 


PouvoIR ANTI-INFECTIEUX DES PHAGES EMPLOYES ISOLEMENT. — 
1° Phages actifs sur la souche 2 de Sal. enteritidis var. Danysz. 

L’ « efficacité » in vitro de ces phages sur la souche a été étu- 
diée dans la publication déja citée [7]. Rappelons que D,/1 et 
D,/2 ont une efficacité nulle ; D,/1, T,/1 et Ds ,/1 une efficacité 
trés faible; D,; ,/2 et D,/2 une efficacité faible, et T,/0, T,/2 et 
D,,/2 une efficacité moyenne. 


TaBLeau I. — Infection par S. enteritidis var. Danysz traitée par un 
mélange de 2 phages (178 souris). 
Statistique des temps de survie [calculés pour 100 cas] (1.) 


2 3 3 
: Jours de survie : Nombre d’animaux pour cent dans chaque catégorie . 
3 3 Témoins : Traités ; Traités 2h. :Traités aprae: 
: 2 simmédiatement: apréa splus de 2h, 3: 
: 2 (206): (25) : (15) : (32) : 
SS a a re Ot Brees 
3 le2e3 H 5 ; ie) H ie) H 8 4 
3 45 ~6 io pitne} 26 : 32 3 62 3 
3 7-8-9 § a9 3 12 : 6 ; 25 3 
$ lO-ll-12 3} 5 3 76 3 he ; 5 i 
3 13-14-15 } Soi 12 3 ° : ° 2 
i Ahly ye 0 St eek 6 ; 0 i 
§ guérisone (2 mois): Ouse 28 : 8 ; fo) $ 
3 Fy 3 3 : 3 


Vingt-cing souris, infectées par la souche 2 de Sal. enteritidis 
var. Danysz (1000 4 20000 bact.), ont été traitées par lun ou 
l’autre de ces phages. Toutes les souris traitées ont succombé, 
le temps de survie moyen était de 5,4 jours, les temps de survie 
extrémes de quatre et douze jours, l’écart-type de 1,74. La répar- 

(1) Les animaux sont réparlis en catégories suivant le temps de sur- 
vie : La premiére comprenant ceux qui ont survécu un, deux ou trois 


jours ; la seconde ceux qui ont survécu quatre, cing ou six jours et 
ainsi de suite. Le nombre d’animaux de chaque catégorie est indiqué 


entre parenthéses. 
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tition des temps de survie montre que 64 p. 100 des animaux ont 
succombé entre le 4° et le 6° jour. Ces résultats sont semblables 


REPARTITION STATISTIQUE DES TEMPS 
DE SURVIE 


INFECTION PAR Sal enteritidis 
( VARIETE DANYSZ) 


% PHAGES 2 HEURES APRES L' INFECTION 


30 


GUERISON 


fo} 
to PHAGES AUSSITOT APRES U INFECTION 
30 


GUERISON 

Ge Z 

2 NON TRAITES 
OF 
50 

30 

(om ZZ, Merron 

1-3 4-6 7-9 10-12 13-15 16-21 YOURS 
Fic. 1. — Diagramme des fréquences des différents temps de survie aprés 


Vinfection par S. enleritidis var Danysz chez les animaux non traités, traités 
aussitot aprés l’infection, ou traités deux heures aprés celle-ci. Voir 
tableau I. 


4 ceux des souris infectées non traitées. Le pouvoir anti-infectieux 
de tous ces phages est done négligeable. Cependant, si l’on con- 
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sidére l’action de chaque phage individuellement, on remarque 
que chez les animaux traités par T,/0, phage d’efficacité moyenne, 
le diagramme des répartitions des temps de survie est décalé 
vers la droite et que le temps de survie moyen est un peu plus 
élevé que chez les animaux traités par les phages d’efficacité 
faible, trés faible, ou nulle, sans que le temps de survie maximum 
soit plus grand. 

2° Phages actifs sur la souche 294 de Sav. typH1 MURIUM. — 
Sept phages ont été utilisés, sous le nom de phages Ty Mu et 
numérotés de 1 a 7. Tous ont été isolés 4 partir d’un mélange de 
phages, figurant dans la collection de Boulgakow sous le n° 294 ; 
tous avaient une « efficacité » in vitro faible ou trés faible. Aucun 


Tasieau II. — Infection par 8S. typhi murium, 
traitée par un mélange de 7 phages (64 souris). 


Statistique des temps de survie [calculés pour 100 cas] (1.) 


: Jours de survie : Nombre d’animaux pour cent : 
3 3 dans chaque catégorie, H 
3 H ° 
eo 
: : Témoins : Treités : 
: 3 (39) : immédiatement 3 
: : : (25) : 
3 : : 3 
z  1le2035 : © : 0 : 
: 4-5 = 6 : 22 : 4 : 
; Voges j 50 i 16 ¢ 
3 10 = ll -12 H 16 : 24 } 
; ehcy were Gs : : 12 : 
3 16 & 21 : 2 : fe) : 
guériesons (2 mois) ) H 4y i 


n’avait la moindre action chez les souris infectées. 

En résumé, les résultats obtenus avec des phages employés 
isolément montraient que: 1° aucun n’empéchait la mort des 
animaux ; 2° les plus efficaces paraissaient parfois avoir une 
trés faible action. Ce dernier résultat faisait soupgonner qu’avec 
des préparations de phages ayant une « efficacité » encore plus 
grande, on pourrait obtenir des résultats meilleurs. Nous savions 
que pour obtenir cette efficacité plus grande i] fallait utiliser 


certains mélanges de phages. 


PouvoIR ANTI-INFECTIEUX DES MELANGES DE PHAGES. — Nous 
avons vu[7] que lefficacité des mélanges de phages est trés 
variable ; certains ont une efficacité incomparablement supérieure 
a tout ce que l’on peut obtenir avec les meilleures phages utilisés 
isolément; d’autres ont, au contraire, une efficacité plus faible 
que chacun des phages qui entrent dans le mélange. Or, nous 


(1) Voir note page 65. 
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avons constaté, comme nous le supposions, que seuls les mélanges 
de forte efficacité avaient un pouvoir anti-infectieux notable. Nous 
indiquons seulement les résultats obtenus avec ces mélanges trés 
efficaces. ' 
Pouvoir anti-infectieuxr des mélanges de phages de forte effica- 
cité. — Les mélanges utilisés étaient : pour les animaux infectés 
par Sal. enteritidis var. Danysz, le mélange de! D2 vet Dagle 


REPARTITION STATISTIQUE DES TEMPS 
DE SURVIE 


INFECTION PAR .Sal. typhi murium 


° 

7o | PHAGES AUSSITOT APRES L INFECTION 

50 

30 

O == 
GUERISON 

A NON TRAITES 


1-3 4-6 7-9 (0-12 [3-15 16-19 JOURS 


Fic. 2. — Diagramme des fréquences des différents temps de! survie aprés 
Vinfection par S. typhi murium chez les animaux non traités, ou traités 
aussitot aprés linfection. Voir tableau II. 


(mélange qui stérilise in vitro 107 bact/em*); pour les animaux 
infectés par S. typhi murium le mélange des 7 phages mentionnés 
plus haut. Les 7 phages nous avaient été donnés mélangés par 
Boulgakow. Ce mélange originel avait une forte efficavité (il 
stérilisait 10° bact/em*) et nous allons voir quil avait un 
fort pouvow anti-infectieux. Il est intéressant de noter que, aprés 
quelques passages « en bloc » du mélange sur la souche, certains 
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phages avaient disparu et le mélange avait perdu a la fois son 
« efficacité » in vilro et son « pouvoir anti-infectieux » in vivo. 

Nous avons obtenu les résultats suivants (tableaux et fig. 1 
Choos 

1° Quand les phages étaient injectés aussitét aprés les bactéries 
(25 souris infectées par Sal. enteritidis var. Danysz et 25 par 
Sal. typhi murium). 

a) On observait des guérisons : 28 p. 100 dans J’infection par 
S. enteritidis ; 44 p. 100 dans Vinfection par S. typhi murium, 
alors quil n’y en avait pas chez les témoins. On a considéré 
comme guéris les animaux qui n’avaient présenté aucun symp- 
tome pendant une période d’observation de 30 4 60 jours aprés 
Vinfection. Les souris guéries n’étaient pas immunisées. 

b) Chez les animaux traités non guéris, on observait : 

Des temps minima de survie plus grands que chez les animaux 
non traités, 4 jours au lieu de 2 pour Sal. enteritidis var. Danysz 
et 6 jours au lieu de 3 pour Sal. typhi murium. 

Des temps maxima de survie plus grands que chez les animaux 
non traités, mais ceci seulement dans l’infection par Sal. enteri- 
lidis (les survies atteignaient 15, 18, 19, 21 jours) ; au contraire, 
chez les animaux infectés par Sal. typhi murium, les temps de 
survie maxima étaient de méme ordre que chez les non-traités 
(19 jours). 

c) Le temps moyen de survie des souris traitées non guéries 
était plus grand que celui des témoins. Ainsi, dans l’infection par 
Sal. enteritidis, il était de 11,1 jours au leu de 5,2 jours. Si l’on 
voulait comparer les survies de la totalité des animaux traités 
4 celles des témoins, 1] faudrait attribuer aux souris guéries une 
survie limitée arbitraire, par exemple 2 mois ; on aurait alors des 
temps moyens de survie de 25 jours et de 32 jours respectivement. 

d) L’écart type est plus grand chez les animaux traités ; les 
diagrammes sont élargis et aplatis. 

2° Les phages injectés deux heures aprés les bactéries ont une 
action analogue a celle des phages injectés immédiatement apres, 
mais moins prononcée (tableau I, colonne 3 et fig. 1). Chez 
15 souris infectées par Sal. enteritidis var. Danysz, traitées par 
le mélange des phages D,/2 et D,,/2, on a observé 

a) 8 p. 100 de guérisons, au leu de 28 p. 100 chez les souris 
traitées immédiatement ; 

b) Chez les animaux traités non guéris, un temps minimum de 
survie de 4 jours, un temps maximum de survie de 19 jours 
(done augmentés tous les deux); un temps moyen de survie de 
9,3 jours. 

c) L’écart type est intermédiaire entre celui des animaux traités 


immédiatement et celui des animaux non traités. 
3° Les phages injectés plus de deux heures aprés les bactéries 
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n’avaient aucune action, comme le montrent les résultats obtenus 
sur 82 souris (tableau I, colonne 4) infectées par Sal. enteritidis. 
Parmi ces souris 


2 avaient recu les phages 3 heures aprés les bactéries 


= 16 = 
aa: D4 = 
48 _ 
— 3 jours — 


= ig fa = 


[Oe Sr Sw or) 
| 


4° La répélition des injections de phages tous les jours ou deux 
fois par jour, n’a pas prolongé la durée moyenne de survie. La 
date de la premiére injection paraissait seule compter a ce point 
de vue. 

L’action des phages a été un peu plus marquée dans les infec- 
tions a Sal. typhi murium que dans celles a Sal. enteritidis. Bien 
qu'il convienne d’étre réservé dans linterprétation de ce fait, 
parce que chaque infection a été traitée par des phages différents, 
on peut supposer que cette différence en faveur de la premiére 
est en rapport avec son évolution un peu plus lente. I] semble 
également que les animaux infectés par les plus petites quantités 
de germes soient un peu plus souvent améliorés ou guéris par 
les phages que les autres. 


Discussion. 


I. — Dans les conditions de nos expériences, l’action d’une 
préparation de phages sur une souche était, dans une culture 
comme chez un animal, fonction de lefficacité de cette prépara- 
tion sur celte souche, de la concentration des phages, et d autres 
facteurs dont nous n’avons pas encore parié. Essayons de pré- 
ciser davantage ces différents points. 

1° L’ «© efficacité » in vitro et le « pouvoir anti-infectieux » in 
vivo dune préparation de phages étant en bonne concordance, 
on peut admettre quils sont tous deux Jlexpression d’une 
méme propriété du phage. L’épreuve d’efficacité d'un phage sur 
une souche peut done renseigner sur ses possibilités d’action 
in vivo sur la méme souche. 


Rappelons que nous avons distingué plusieurs degrés d’effica- 
cité. Seules les préparations ayant une efficacité forte ont agi 
sur les infections expérimentales étudiées ici. Or, seuls des 
mélanges de phages ont eu cette efficacité. 

2° Le réle de la concentration des phages dans la préparation, 


napparait évidemment in vivo que si les phages ont une efficacité 
suffisante pour agir dans ces conditions. 
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a) Si Vefficacité de la préparation est faible ou moyenne (1) 
(c'est le cas de tous les phages de race pure et de certains 
mélanges de phages), son pouvoir anti-infectieux est pratiquement 
nul pour toutes les concentrations. 

b) Su Vefficacité est forte (il s’agit toujours de mélanges de 
phages), il faut in vivo, comme in vitro, une trés forte concen- 
tration de phages pour obtenir l’effet maximum, méme et surtout 
si la concentration des bactéries est faible dans le tube de culture 
ou dans lorganisme. Dans un mélange, c’est, dans les deux cas, 
la concentration totale des phages qui importe. Pour cela, il faut 
qu'un phage au moins ait une forte concentration (10%/em?*). Cette 
condition remplie, l’adjonction d’autres phages, méme A faible 
concentration, peut constituer un apport indispensable pour 
obtenir un effet utile. 

c) Si Vefficacité est trés forte (il s’agit également de mélanges 
de phages), une concentration totale beaucoup plus faible suffit 
pour obtenir in vitro leffet maximum. Nous n’avons pas eu 
Voceasion d’utiliser chez animal] des préparations de trés forte 
efficacité. Elles sont rares. Il est possible qu’elles puissent agir 
également in vivo a faible concentration. 

3° Il est évident que l’action d’une préparation de phages sur 
des bactéries, dans une culture comme dans un organisme vivant, 
dépend non seulement de son efficacité, mais de bien d’autres 
facteurs qui sont par exemple : dans le premier cas, le milieu, 
la température, etc., et, dans le second, outre des facteurs ana- 
logues, les possibilités d’accés des phages aux points ot sont 
les bactéries, le pouvoir pathogéne de la souche, la défense de 
l’organisme. 

A ce point de vue, les conditions des infections expérimentales 
étudiées ici sont beaucoup plus sévéres que celles des infections 
spontanées que l’on pourrait étre amené a traiter, mais en 
revanche, le traitement appliqué est beaucoup plus précoce et 
plus intense que ce qu’on pourrait réaliser dans une infection 
spontanée. 

On peut donc espérer que, dans une maladie moins sévére, un 
traitement moins intense suffirait, 4 condition d’employer tou- 
jours des mélanges de phages de forte efficacité. 


Il. — Nous pouvons maintenant essayer d’expliquer les résultats 
en apparence contradictoires obtenus par les auteurs. Si la plu- 
part n’ont observé aucune action des phages dans les infections 
expérimentales, ¢’est probablement parce qu’ils ont choisi leurs 
préparations de phages soit au hasard, soit d’aprés des critéres 
insuffisants, tels que l’action des phages in vitro dans des condi- 
tions imprécises, ou le titre de la préparation. Dans ces condi- 


(1) Nous avons défini antérieurement [7] ces degrés d’efficacité. 
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tions, la probabilité de trouver une préparation d’efficacité sul fi- 
sante est extrémement faible. 

Les échecs de Wahl et Terrade avec des phages de race pure, 
dont Vaction in vitro avait été étudiée cependant d’assez pres, 
s’expliquent maintenant, puisque nous savons que seuls les 
mélanges de phages peuvent avoir une action nette in vivo. 

Les succés de Morton, de Dubos et leurs collaborateurs, de 
Ward, sont dus a ce qu’ils ont utilisé des lysats « bruts » conte- 
nant certainement, d’aprés leur description, des phages de plu- 
sieurs races différentes et aussi tres probablement a ce que ces 
mélanges se sont trouvés par hasard avoir une « efficacité » 
élevée, 

On comprend également que les expériences de ces auteurs 
naient pas pu étre reproduites par d’autres, avec des lysats 
obtenus par de nouveaux passages « en bloc » des mémes 
mélanges de phages sur la méme souche. En effet, nous avons 
constaté que dans ces conditions les divers phages du mélange 
se multiplient inégalement, et que, par conséquent, le nouveau 
lysat n’a plus la méme efficacité que le premier. 


CONCLUSIONS. 


1° Le « pouvoir anti-infectieux » d'une préparation de phages 
sur une souche de Sal. enteritidis var. Danysz ou de Sal. typhi 
murium a été défini comme l’ensemble des modifications statis- 
tiques des temps de survie observées a la suite de Jl injection 
intrapéritonéale 4 la souris d’un excés de phage. 

2° Le pouvoir anti-infectieux de tous les phages étudiés dans 
ce travail était, quand ils étaient employés isolément, nul ou dou- 
teux. Celui des divers mélanges de phages étudiés était trés élevé 
pour certains, nul pour d’autres. Il parait done nécessaire, pour 
obtenir des résultats positifs in vivo, d’utiliser des mélanges de 
phages; mais il faut remarquer que tous les mélanges ne 
conviennent pas. 

3° Or, le pouvoir anti-infectieux de ces mélanges de phages 
parait aire fonction de leur « efficacité » in vitro sur la souche 
infectante. Il faut done utiliser des mélanges de forte efficacité. 

4° ‘Les mélanges de phages utilisés ne doivent pas étre pré- 
parés a nouveau par passage « en bloc » d'un mélange sur une 
souche, Chaque phage doit étre propagé séparément sur la 
souche, et le mélange refait ensuite extemporanément. 

5° La concentration totale des phages dans le mélange doit 
étre tres élevée 

6° Sans voulor généraliser lrop tot, il semble bien que 
Vintéret, dans les essais thérapeutiques éventuels chez homme, 
doive ¢étre centré également sur les mélanges de phages. Mais 
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tous les mélanges n’ont pas un pouvoir anti-infectieux élevé, et 
un choix doit étre fait. L’épreuve d’efficacité « in vitro » pourra 
probablement étre considérée comme appropriée a ce choix. 
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LES HETERO-HEMAGGLUTININES 
DANS LE REGNE ANIMAL 


par J, FINE, A. EYQUEM et M. MAILLOUX (°). 


(Centre d’Etude des Groupes Sanguins des Animauz, 
Service de M. R. Dujarric de la Riviere.) 


On a coulume de désigner par hétéro-hémagglutinine toute 
agelutinine existant dans le sérum d’un animal et active contre les 
hématies d’espéces différentes. 

De nombreux auteurs ont déja observé la présence d’hétéro- 
agglutinines dans le sérum de divers animaux au cours de tra- 
vaux systématiques ou au hasard de différents examens. 

Le phénoméne d’hémageglutination, luicméme responsable des 
échecs transfusionnels au cours de transfusions du sang d’animal 
i Vhomme, avait déja été observé par Milne-Edwards puis Pré- 
vost et Dumas (1825), par Landois, en 1875, mais c’est a 
Bordet [4] qu’on en doit la premiére étude précise. C’est lui qui a 
établi que ces hétéro-agglutinines ou que les hétéro-hémolysines 
naturelles peuvent avoir leur activité renforcée aprés une immu- 
nisation appropriée. Notre étude se limitera a l’examen de I’acti- 
vité des hétéro-hémagglutinines naturelles. Nous n’insisterons pas 
sur les hypothéses concernant leur formation. On n’a, en effet, pas 
encore pu savoir si on devait les considérer comme de véritables 
anticorps hétérophiles ou si leur formation dépend de facteurs 
genéliques. 

Nous ne rappellerons que trés briévement les principaux tra- 
vaux sur les hétéro-hémagglutinines. 

In 1902, Landsteiner et Sturli ont constaté que le sérum normal 
de cheval agglutinait les globules rouges de pigeon, d’homme, de 
cobaye, de lapin, d’oie et de pore. 

Rissling [2], de méme, a constaté que le sérum normal de boeuf 
agglutinait les globules rouges d’homme, de cheval, de pore, de 
lapin, de cobaye et de certains oiseaux. 

Hanganatziu [3], en 1924, a observé la présence dans le sérum 
de certains hommes d’une agglutinine anti-mouton. Mais dans ce 
cas, il a pu établir que Pagglutinine était trés probablement pro- 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 6 mai 1954. 
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voquée par l’immunisation due a l’injection d’un sérum de cheval. 

Ce phénoméne était explicable par la découverte des antigénes 
heéetérophiles par Forssman. 

Krainskaja-Ignatova, en 1929, a conclu a l’existence, dans le 
sérum de chaque animal, d’une série d’agglutinines dont chacune 
est spécifique d’une espéce animale. 

Dujarric de la Riviére et Kossovitch ont pratiqué des réactions 
d’absorption élective au cours de l'étude systématique du sérum 
@un certain nombre d’animaux (homme, mouton, chien, cheval, 
lapin, pore, Macacus rhesus et Macacus cynomolgus). Le sérum 
de cobaye posséde un certain nombre d’hétéro-agglutinines qui 
paraissent strictement hétérospécifiques. Dans un méme sérum, 
ces hétéro-agglutinines semblent indépendantes entre elles et indé- 
pendantes des iso-agglutinines. 

Dujarric de la Riviére et Kossovitch ont effectué l’ébauche 
de la premiére étude systématique de la_ répartition des 
hétéro-agglutimines du sérum des différentes espéces animales, 
mais aucune étude portant sur un grand nombre d’animaux n’avait 
été réalisée. De plus, la connaissance des groupes sanguins des 
animaux n’était pas suffisamment avancée pour permettre une 
étude satisfaisante des hétéro-agglutinines pouvant déceler des 
antigénes hétérophiles. 

Nous avons entrepris une étude systématique des hétéro-aggluti- 
nines du sérum d’animaux de différentes espéces pour préciser 
comparativement, d’une part, la variation de répartition ou du titre 
des hétéro-agglutinines suivant le sérum d’une espéce considérée 
et, d’autre part, Vordre de richesse antigénique de la structure 
elobulaire entrainant la plus ou moins grande fréquence d’agglu- 
tinabilité des globules des différents animaux. Ces études nous 
ont permis de constater que les globules rouges d’animaux appar- 
tenant a certaines espéces sont fortement agglutinés par le sérum 
de tous les représentants des autres espéces, alors que certains 
échantillons de globules rouges d’espéces différentes ne sont que 
trés rarement agglutinés, et d’établir un ordre relatif d’agglutina- 
bilité globulaire suivant les espéces animales. 

Nous avons ainsi pu étudier 


DANS LA CLASSE DES OISEAUX. 


ew 


Echantillons de sérum de poule. fates 
Echantillons de sérum de canard ....... SA SS oe Ree 
Le sérum d’une oie. 


PARMI LES MAMMIFERES. 


Echantillons de sérum de cheval. . . 
Echantillons de sérum de mulet. 
Echantillons de sérum d’ane. . 
Echantillons de sérum de becuf . 
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Echantillons de sérum de chévre 
Echantillons de sérum de pore 
Echantillons de sérum de lapin . 
Echantillons de sérum de cobaye . 
Mélange de sérum de 10 rats 
Echantillons de sérum de rat 

Mélange du sérum de 10 souris . . . 
Echantillons de sérum de 410 chiens . 
Echantillons de sérum de cynocéphales . 
Echantillon de sérum de chimpanzé. 
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Chaque échantillon de sérum a été examiné vis-a-vis des glo- 
bules rouges de nombreux animaux de chaque espéce. ; 

Pour chaque sérum nous avons recherché le titre des aggluti- 
nines hétéro-spécifiques. 

Nous présentons, résumés en plusieurs tableaux, les chiffres 
et résultats de ces investigations, notamment le titre des hétéro- 
agglulinines chez les mammiféres autres que les rongeurs, la 
courbe des titres des hétéro-agglutinines du sérum des oiseaux, 
les titres des hétéro-agglutinines du sérum des rongeurs, la répar- 
tition des hétéro-agglutinines, enfin un graphique montrant |’ ordre 
de Ja fréquence d’agglutinabilité des globules des animaux des 
différentes espéces. 


T, — R&pARTITION DES HETERO-AGGLUTININES 
DANS LES DIFFERENTES ESPECES. 


Le sérum des différentes espéces animales a une richesse plus 
ou moins grande en hétéro-agglutinines suivant l’espéce consi- 
dérée, tant qualitativement (présence ou absence d’hétéro-agelu- 
tinine) que quantitativement (titre de cette hétéro-agglutinine). 

Par exemple : examen comparatif des hétéro-agglutinines du 
sérum des trois espéces d’oiseaux domestiques (poule, oie, canard) 
permet de constater que les hétéro-agglutinines actives contre les 
globules rouges des animaux d'autres espéces sont plus nom- 
breuses dans le sérum de poule que dans le sérum d’oie ; ce der- 
mer est plus riche qu’un sérum de canard. 

Si on établit la courbe des titres de ces hétéro-agglutinines vis- 
a-vis des globules rouges de toutes les espéces étudiées rangés 
suivant un ordre décroissant de fréquence d’agglutinabilité on 
peut voir que 

Qualilalivement, la poule présente un éventail d’hétéro-agelu- 
tinines plus étendu que l’oie, celui de Voie étant plus étendu 
lui-méme que celui du canard. 

Quaniilativement, les courbes du titre de ces hétéro-agglutinines 
se suivent fidélement, celle de la poule étant A un niveau supé- 
nieur a celle de Voie. Cette derniére est elle-méme supérieure 
a celle du canard (voir fig. 1). 
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I est intéressant de remarquer que le sérum de poule actif 
au 1/128 sur les globules rouges de cheval n’a, au contraire. 
qu'une activité plus faible sur les globules rouges d’ane; le 
sérum de poule posséde une activité analogue vis-a-vis des glo- 
bules rouges de chimpanzé et d’homme et, au contraire, permet 
de séparer le cobaye des autres rongeurs. 

Si, lorsqu’il existe une hétéro-agglutinine dans un sérum 
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Fic. 1. — Répartition du titre des hétéro-agglutinines du sérum de poule, 


ole, canard. 


animal, on affecte un certain coefficient (de 1 a 14) suivant le 
titre de Vhétéro-agglutinine spécifiquement dirigée contre les 
hématies d’une espéce animale et que l’on fasse la somme de 
tous ces coefficients pour les globules rouges d’une espéce, on 
obtient une série de chiffres décroissant suivant la fréquence 
d’ageglutinabilité et la force de cette agglutinabilité. k 

D’apreés ces coefficients, nous avons pu constater qu il existe 
des groupes différents entre eux 

Les globules rouges de chévre et de boeuf sont les moins agglu- 
tinables (coefficient 160). 

Un deuxiéme groupe est composé par les globules rouges 
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dane, de chien, de cobaye, de mouton (coefficient 150 a 140). 
Le troisiéme groupe comprend la poule, le porc, homme O, 
Voie, le chimpanzé, le canard, le pigeon, le cheval (106 a 120). 
Enfin, le dernier groupe comprenant les globules les plus 
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Fic. 2. Répartition des hétéro-agglutinines. 


agglutinables est représenté par les hommes de groupe A, B, 
la souris, le rat et le lapin (80 4 100). 

Il est intéressant de constater que par ce moyen d’évaluation 
quantitative de lVagglutinabilité globulaire, les G. R. humains O 
se montrent moins agglutinables que les G. R. porteurs des anti- 
génes A et B, ce qui peut étre expliqué par le fait que le sérum 
de nombreux animaux contient des hétéro-agglutinines spécifi- 
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quement dirigées contre les antigénes humains A et B. De plus, 
certains animaux d’un méme groupe zoologique peuvent étre 
rapprochés (oiseaux), alors que certaines espéces proches se 
voient séparées des autres espéces de la méme famille (cobaye, 
séparé des autres rongeurs). 

Nous rappellerons que nous avons constaté [5] que les sérums 
de certains reptiles tels que parmi les Ophidiens (Vipera aspis 
et Vipera ursini) et parmi les Chéloniens (Eretmochelys imbricata, 
Chelonia mydas) ne possédent pas d’hétéro-agglutinines vis-a-vis 
des globules rouges de cobaye, alors que ces sérums agglutinent 
fortement les hématies de lapin et de rat. 

Si on examine comparativement les hétéro-agglutinines du 
sérum de quatre espéces de rongeurs : lapin, cobaye, rat, souris, 
on observe le méme phénoméne que pour les hétéro-agglutinines 
de sérum des oiseaux. 

La richesse en hétéro-agglutinine étant décroissante du lapin 
a la souris (lapin > cobaye > rat > souris), les courbes des 
titres des hétéro- agglutinines se superposent suivant cet ordre. 

Nous avons pu ainsi constater que, parmi les mammiféres et 
les oiseaux examinés, les animaux, dont le sérum est le moins 
riche en hétéro-agglutinines, étaient le rat et la souris et le plus 
riche, la poule et le beeuf. 


IJ. — FR&QUENCE D’AGGLUTINABILITE 
DES HEMATIES DE DIFFERENTS ANIMAUX. 


Les hématies d’animaux appartenant 4 des espéces diffé- 
rentes ont une plus ou moins grande fréquence d’agglutinabilité 
suivant lespéce considérée quelle que soit l’origine de lhétéro- 

ageglutinine. 

I] semble exister un ordre de fréquence dans la présence 
des hétéro-agglutinines dans le sérum des différentes espéces 
animales. 

La plus ou moins grande fréquence d’agglutinabilité des 
globules rouges d’une espéce donnée est fonction de la plus ou 
moins grande richesse en hétéro-agglutinines des différentes autres 
espéces animales. 

En classant les espéces animales suivant la fréquence croissante 
d’agglutinabilité de leurs globules, on peut établir la liste 
suivante : globules rouges de chévre, bceuf, ane, cheval, 
mulet, mouton, chien, cobaye, mérion, souris, rat, lapin, singe, 
homme O, homme A et B, poule, pigeon, oie, canard. 

Comme on peut le voir, les hématies de chévre et de bceuf 
sont les plus rarement agglutinées par le sérum des animaux 
d’autres espéces. A l’opposé les globules rouges des oiseaux 
sont trés fréquemment agglutinables. 


80 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Il est intéressant de constater que, dans cette liste que nous 
considérons encore comme provisoire, la chévre se trouve séparée 
du mouton, quoique ces deux animaux rentrent dans la classe 
des caprinés. On peut se demander aA quoi il faut attribuer cette 
ordonnance. On peut évidemment suggérer que la_ structure 
physique et morphologique du globule rouge vient jouer un role 
dans l’agglutination. On sait ainsi que, chez le boeuf, les groupes 
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Fic 38. — Graphique montrant l’ordre de fréquence 
de Vinagglutinabilité des hématies d’animaux de différentes espéces. 


sanguins dépendant de V’existence de nombreux antigénes, ne 
peuvent étre mis en évidence, qu’a Taide de la réaction d’hémo- 
lyse (Irwin et Stormont [6]). Les études de Coombs, Gleeson- 
White et Hall [7], en 1951, ont montré que les bceufs pouvaient 
etre classés en trois catégories, suivant la plus ou moins grande 
agglutinabilité de leurs globules. Ce phénoméne est indépendant 
de la richesse antigénique du globule rouge, comme le révélent 
les épreuves d’absorption d’anticorps. 

Nous avons, au laboratoire avec P. Millot, constaté que les 
chevres pouvaient étre classées en deux classes suivant Vagglu- 
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tinabilité globulaire, mais les chévres dont les globules rouges 
sont facilement agglutinables sont rares, ce caractére semblant 
étre génétiquement déterminé. Mais cette configuration morpho- 
logique érythrocytaire ne saurait expliquer entiérement la plus 


TasLeau I, — Titre des hétéro-agglutinines 
du sérum des mammifeéres. 
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ou moins grande fréquence d’agglutinabilité des globules, 

Parmi les animaux appartenant & une méme classe zoolo- 
gique (rongeurs) ou a un méme ordre (oiseaux), on peut 
remarquer que les globules rouges d’un animal donné ne sont 
pas toujours agglutinables par “le sérum des animaux appar- 
tenant a une espece voisine, bien qu’ils soient agglutinables par 
le sérum d’animaux appartenant a a des espéces éloignées. 


Ainsi, dans le cas des oiseaux, les globules rouges de pigeon, 
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bien qu’agglutinables par de nombreux hétéro-sérums, ne sont 
pas agglutinés par le sérum de canard, les globules rouges de 
canard agelutinés par le sérum de poule, ne le sont pas par le 


sérum dole. 
Entre les animaux d’une méme classe, la richesse en hétéro- 


agelutinines est responsable de l agglutination des _ globules 


rouges d’animaux d’espéces voisines. 
Inversement, lorsque le sérum examiné est pauvre en hétéro- 


TasLeau Il. — Titre des hétéro-agglutinines du sérum 


des rongeurs et de chien. 
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EXAMINES 
agglutinines actives sur les globules rouges d’animaux de classes 
différentes, il a peu de chance de présenter des hétéro-agglutinines 
contre les globules rouges d’animaux d’espéces voisines, dans la 
mesure ou in’ y a pas eu iso-immunisation ou immunisation par 
un antigéne hétérophile. 

Ainsi, le sérum de poule, riche en hétéro-agglutinines, posséde 
les agglutinines anti-oie, anti-canard, anti-pigeon ; ; le sérum d’oie, 
inactif sur les globules rouges de chévre, n’agglutine pas les 
globules rouges de canard; enfin, le sérum de canard, inactif 
sur les globules rouges de chévre, boeuf, ane, cobaye, homme 
de groupe O, n’ag elutine pas l’oie, le pigeon et la poule. 

Chez les rongeurs, on constate des faits analogues. 
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La richesse en hétéro-agglutinines va, dans un ordre décroissant 
du lapin a la souris (lapin > cobaye > rat > souris). 

Le sérum de lapin agglutine les globules rouges de cobaye, 
rat, souris, mérion. 

Le sérum de cobaye agglutine les globules rouges de lapin, 
de certains rats et mérions. 

Au contraire, le sérum de rat n’agglutine que les globules 
rouges de lapin. 

Enfin, le sérum de souris n’agglutine les globules rouges 
d’aucun des rongeurs étudiés. 

On ne sait a quoi attribuer cette répartition des hétéro- 
agglutinines. Il est cependant possible que ce phénoméne soit 
en relation avec les structures de certaines globulines sériques. 


CONCLUSIONS. 


L’étude du sérum de 53 animaux, appartenant 4 16 espéces 
animales, nous a permis de mettre en évidence une fréquence 
plus ou moins grande de l’agglutinabilité de leurs globules 
rouges, selon l’espéce animale envisagée. I] est ainsi possible 
de disposer les espéces animales suivant le titre d’agglutination 
de leurs globules rouges par un sérum déterminé. Ceci permet 
done d’établir des rapprochements ou des distinctions entre 
différentes espéces animales. 
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NOUVEL ESSAI 
SUR LA DETERMINATION DU POUVOIR AMYLOLYTIQUE 


par H. de BARJAC et M.-A. CHALVIGNAC (°). 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Microbiologie du sol.) 


Les difficultés d’interprétation inhérentes aux méthodes d’ana- 
lyse du pouvoir amylolytique des terres en milieu solide nous ont 
incités 4 la recherche d’une technique plus précise et de lecture 
plus facile. Les expériences réalisées dans ce but ont abouti a la 
mise au point d’une méthode en milieu liquide : objet de cette 
note. 

Les raisons qui nous ont conduits 4 abandonner les milieux 
solides sont les suivantes : moindre sensibilité des milieux solides 
en général comparativement aux milieux liquides, moindre netteté 
de la réaction de Viodure d’amidon (phénoménes de diffusion, de 
confluence et de satellitisme entre les colonies). Enfin, il arrive 
que certaines colonies, ne montrant au _ réactif iodo-ioduré 
aucune zone d’hydrolyse, correspondent en fait 4 une zone d’amy- 
lolyse décelable sur leur emplacement, aprés enlévement de la 
colonie. Les facteurs contribuant a la formation d’une zone 
d’hydrolyse en mileu solide sont encore presque inconnus Aa 
’heure actuelle, comme l’indiquent d’ailleurs Stark et Tétrault [4]. 
C’est ainsi que l’on trouve dans la littérature de nombreuses 
contradictions sur la capacité amylolytique des germes, contra- 
dictions dues 4 des conditions de culture différentes et souvent 
inadéquates. Pour cette raison, il est recommandé d’opérer de 
préférence en milieu liquide assurant des conditions favorables. 
D’autre part, les méthodes strictement écologiques comme celles 
de la colonne de terre sont, de l’avis méme de leurs auteurs, peu 
pratiques pour l’étude du phénoméne en aérobiose et surtout 
pour une classification des terres en fonction de leur pouvoir 
amylolytique : A.-R. Prévot et J. Pochon [2]; J. Pochon et 
M.-A. Chalvignac [3]. 

Aprés le choix du milieu, venait celui de la réaction sur laquelle 
baser la notion d’amylolyse. Toutes les déterminations de l’action 
amylolytique peuvent se ramener & trois types: 1° diminution 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1° avril 1954. 
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de viscosité d’un empois d’amidon (Blom et Bak [4]; Landis et 
Redfern [5]) ; 2° conversion au « iodine achromic point », c’est- 
a-dire absence de coloration par I, (Wohlgemuth, Sandstedt, Kneen 
et Blish [6]); 3° développement de groupements réducteurs 
(Graesser et Dax). [Les deux premiers types mesurant l’activité 
de l’a-amylase, le troisiéme surtout celle de la p-amylase.] Etant 
donné lactivité souvent synergique des éléments de la microflore 
du sol, il nous a paru satisfaisant de prendre comme test la réac- 
tion 4 Viode déja adoptée dans les études antérieures (M.-A. Chal- 
vignac [7]}). En effet, la formation de dextrines doit étre assumée 
par de nombreux germes telluriques et constituer un chainon 
important dans le catabolisme de l’amidon. On ne peut négliger 
ce chainon au profit de celui correspondant a la formation des 
sucres réducteurs. D’autre part, il ressort des études de Stark 
et Tétrault [2] sur la flore amylolytique que la formation de 
dextrines est un test plus fidéle et plus str que celle d’acides et 
de sucres réducteurs. 

En fonction de ces données, divers essais furent réalisés avec 
des milieux liquides de différente composition, afin de déterminer 
que] milieu permettait une distinction valable des terres. Les 
résultats de ces essais sont résumés dans les tableaux I, II, III, 
aV,-V 


TaBLeau I. — Expérience comparée en plaques et en tubes montrant la plus 
grande sensibilité de la méthode en tubes. (Milieu en tubes : amidon de riz 
0,5 p. 100, yeast extract 0,5 p. 100 ; solution de Winogradsky au 1/20 qs. p 100. 
Notation en réaction chimique. Ensemencement par I goutte de dilution, | ml 
de milieu). 
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Tasieau Il. — Expérience en tubes sur différentes terres. Milieu & dose d’amidon 
moindre : amidon de riz 0,2 p. 100, yeast extract 0,5 p. 400; solution de 
Winogradsky 1/20 qs. p. 100. Ensemencement par I goutte de dilution : 1 m] 


de milieu. 
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Tasteau Ill. — Expérience en tubes sur 2 milieux compareés : lun, amidon 
soluble 0,2p. 100, yeast extract, 0,5 p. 100; solution de Winogradsky 1/20 qs. 
p- 100, non agité; l'autre, amidon de riz, dd. (Tableau II), agité, ensemence- 
ment par 0,5 ml de dilution, 2 ml de milieu. 
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TasLeau IV. — Expérience sur milieu amidon soluble 0,2 p. 100, yeast extract, 
0,5 p. 100; solution de Winogradsky 1/20 q. sp. 100 ml; par tube : 0,5 tol de 
dilution. Montre la grande activité de toutes les terres dans ces conditions, 
sans possibilité de distinction valable. 


TERRES 24 HEURES 48 HEURES 


L’expérience 5 (tableau V) fut conduite simultanément A des 
examens microscopiques dans les trois milieux, pour étudier 
Vinfluence de la composition du milieu sur le développement 
progressif de la microflore amylolytique. Ces examens montré- 
rent que l’extrait de levure (préconisé par Stark et Tétrault pour 
les cultures pures) favorisait au maximum le développement d’un 
Baccilus Gram+ généralement en longues chaines, spores sub- 
centrales, aux dépens de tout autre germe. Toutes les terres 
examinées, bien que trés différentes pédologiquement, donnaient 
lieu en présence de « yeast extract », & un développement presque 
exclusif de ce Bacillus plus ou moins associé a un autre germe 
Gramt+ a spore plectridienne. Ces germes se maintenaient domi- 
nants pendant toute la durée de l’expérience. C’est donc a ces 
types bactériens et principalement au Bacillus Gram+ a spore 
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TasLeau V. — Expérience sur 3 milieux comparés montrant la grande influence 
de la composition du milieu : milieu J : amidon seluble, 0,2 p. 100; yeast 
extract, 0,5 p. 100; solution de Winogradsky 1/20 qs. p. 100; milieu I: 
amidon soluble, 0,2 p. 100; NOs; NH, 0,1 p. 100; solution de Winogradsky 
4/20 qs. p. 100; milieu III : amidon soluble, 0,2 p, 100; extrait de terre, 2 p. 100; 
solution de Winogradsky 1/20 qs. p. 100. 
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subcentrale que lon doit rapporter la grande activité amyloly- 
tique de toutes les terres et la relative homogénéité des résultats 
(tableaux IV et V). On pouvait donc conclure que la présence 
d’extrait de levure rendait le milieu d’analyse assez artificiel 
étant donné la prédominance accordée a un seul germe. Ceci 
nous a conduits 4 adopter le milieu III qui donnait lieu a une 
culture en quelque sorte plus équilibrée. L’examen des cultures 
développées dans ce milieu III, comme dans le milieu minéral II, 
montra un schéma de la flore amylolytique assez homogéne. Dans 
les premiéres quarante-huit heures, on assiste au développement 
de deux ou trois types de Bacillus Gram+ associés 4 quelques 
Gram—. Le type a spore subcentrale décrit dans le milieu a 
« yeast extract » est souvent présent, mais son extension parait 
considérablement freinée, probablement par concurrence avec les 
autres Gram+, et du fait d’un développement plus important des 
Gram ~—. Dés le troisiéme jour, les Bacillus Gram+ sporulent 
tandis que le développement des Gram— devient prédominant. II 
y a en quelque sorte « bascule » entre germes Gram+ et Gram-—. 

D’aprés ces résultats, voici la technique préconisée : Milieu. 


INCOM CONDOS 5 go Sos ee ce Sa 69S arc 0,2¢ 

DpH OCP SER 5 Oo of cee ea Gp Ho Gono ad 5 ml 

Solution de Winogradsky au 1/20... .q.s.p. 100 ml 

Vérifier le pH (7 — 7,5). 

Répartir en tubes de Kahn. ......... PVE 2 ml par tube 

SST AOD. og pA Bec pede aod orale « 20 minutes 
Ensemencement. — Technique classique des dilutions de terre 


en eau stérile. Ensemencer chaque tube avec 0,5 ml de dilution. 
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Faire une gamme de dilutions de 10-7 a 10~**. Ensemencer 
5 tubes par dilution. Etuve a 28°. 

Lecture. — Chaque jour ajouter I goutte d’I, environ N/10 
dans 1 tube de chaque dilution. Noter en réaction chimique 
+ pour une coloration bleu-violacée identique au témoin (pas de 
réaction biologique, iodure d’amidon), ¢ pour une coloration 


DILUTIONS 


BiG. 
— — — Terre de tourbiére C; , Terre témoin T; 
Estes tage , Terre de culture 50; —.—.—, Terre latéritique K. 
rouge (dextrinisation), — pour l’absence de coloration (amylolyse 
totale). 
NB 1. — La coloration prise au contact de la goutte d’I, est 


généralement plus facile & observer en regardant le développe- 
ment de la couleur autour de la goutte d’iode tombant dans le 


ea sans agiter celui-ci. En cas de doute rajouter une goutte 
lode. 
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NB 2.— L’amidon soluble est employé de préférence a 
lamidon nature, afin d’éviter la formation d’un culot dans le 
fond des tubes, ce qui fausse les réactions (surnageant + I, = 
—culot + I, = +). 

On ne peut opérer avec de l’amidon nature qu’en milieu conti- 
nuellement agité. 


Résuttats. — La fig. 1 résume les résultats obtenus par cette 
technique. D’aprés un pouvoir amylolytique décroissant, la 
classification des terres étudiées apparait comme  telle 
T> 50> K>C. Cet ordre parait satisfaisant car T = témoin 
ou terre fertile, C = tourbe, 50 et K = terres de fertilité 
moyenne. 

En résumé, cette méthode d’étude de lamylolyse en milieu 
liquide est d’interprétation beaucoup plus facile que la_tech- 
nique sur plaque et permet une distinction des terres paraissant 
valable. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 6 Mai 1953. 


Présidence de M. Dusarric DE LA RIVIERE. 


COMMUNICATIONS 


INOCULATION DU VIRUS RABIQUE FLURY AU SINGE 


par P. REMLINGER, J. BAILLY et AHMED HADJI. 


(Institut Pasteur de Tanger.) 


Poursuivant l’étude du virus rabique Flury supposé pouvoir jouer 
dans la vaccination un réle au moins égal a celui du virus classique (1), 
nous avons eu l’occasion d’inoculer une guenon. Le singe figure parmi 
les animaux mordeurs de quelques Instituts Pasteur et, aux Indes 
Néerlandaises, M'@ van Stockum a, pour le traitement, remplacé par 
le virus fixe de singe le virus fixe de lapin. A part cela, le singe ne 
parait avoir fait l’objet que d’un petit nombre de recherches. Pasteur, 
Chamberland et Roux ont, en 1884, signalé une atténuation du virus 
a la suite de passages. Trente ans plus tard, Schmutter a observé aux 
Philippines une rage furieuse chez une guenon capturée par un indi- 
géne. Les lapins inoculés avec le cerveau ont contracté la maladie 
aprés une incubation de vingt jours. Schmutter a également conclu 
4 une atténuation du virus. A notre connaissance, aucun autre fait 
n’a été publié. 

A Tanger, une guenon, dgée de 2 ans, originaire du Rif (Macacus 
sylvanus) recoit le 1°" mars, dans les muscles de la nuque, 10 cm’ 
d’une émulsion A 1 p. 50 de virus Flury. Gaie, alerte, caressante, elle 
n’attire, pendant seize jours, l’attention par aucune particularité. Le 
17 mars, par contre, elle se montre triste, renfrognée, pensive, inquidéte 
et refuse pour la premiére fois les friandises qu’on lui offre. Méme 
état le lendemain. Le surlendemain (dix-huititme jour), on note, outre 
une mauvaise humeur et une inappétence croissantes, du tremblement 
du membre supérieur gauche et de l’incertitude de la démarche si 
on la force & se déplacer. Le 20 mars (dix-neuviéme jour) la guenon 


(1) P. Remuincer, J. Barty et Aumen Hany. Arch. Inst. Pasteur Algérie, 
1953; 34, 280. 
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se tient la téte basse, le dos vodté, le poil hérissé, le corps tout entier 
agité d’un tremblement a petites oscillations. Le 21 mars (vingtidme 
jour), elle est étendue paralysée, la paralysie des membres postérieurs 
étant complete, tandis que quelques mouvements sont encore possibles 
aux membres antérieurs agités de secousses. Agonie le lendemain. 
Mort le surlendemain, vingt-deux jours aprés l’inoculation, quatre jours 
apres le début de la maladie, six jours si on fait dater du changement 
de caractére le début de l’affection. Ainsi qu’il est habituel avec le 
virus Flury, aucun corps de Negri n’est décelé dans la corne d’Ammon 
ou l|’écorce du cervelet. 

Trois cobayes recoivent dans le cerveau respectivement 0,3, 0,2, 
0,1 cm* d’une émulsion du bulbe a 1 p. 50. En rapport avec la 
quantité injectée, le premier présente les premiers symptémes de la 
rage paralytique le sixitme jour et meurt le septiéme ; le second les 
premiers symptémes, le septitme et meurt le huitiéme ; le troisitme 
les premiers symptédmes le quatorziéme et meurt le quinziéme. 

Deux chiens sont inoculés par voie sous-occipitale. L’un d’eux suc- 
combe le quatorziéme jour a une rage paralytique classique ; 1’autre 
le dix-huitiéme a une de ces rages 4 symptomatologie fruste, anormale, 
qui ne sont pas rares avec le virus Flury. Passages par le cobaye positifs. 

Deux lapins recoivent dans le cerveau 1l’un 1/2, l’autre 3/4 de centi- 
métre cube de l|’émulsion bulbaire. Le premier demeure indemne. 
Le second n/’attire l’attention par aucune particularilé jusqu’au 6 avril 
(quatorziéme jour) ol, sans cause appréciable, il présente lout a coup 
une crise épileptiforme extrémement violente. Il bondit dans sa cage 
hors de laquelle il s’élancerait s’il n’était retenu par le grillage. Il 
tombe, s’élance & nouveau, retombe, s’élance encore et aprés une ou 
deux minutes demeure étendu, hébété, blessé A la face et paralysé du 
train postérieur. Mort trois jours plus tard, l’autopsie décelant une 
fracture traumatique de la colonne lombaire, une compression hémor- 
ragique de la moelle, une distension de la vessie par une énorme 
quantité d’urine. Deux cobayes inoculés dans le cerveau présentent 
les premiers symptémes de la rage le sixiéme jour et meurent le 
septieme. 

Les principales particularités de la rage 4 virus Flury ont ainsi été 
observées : forme fruste chez le chien ; grande réceptivité du cobaye ; 
faible réceptivité du lapin et, chez lui, une de ces crises nerveuses 
épileptiformes observées pour la premiére fois dans la rage. 


LES GROUPES SANGUINS DES CHATS 
par A. EYQUEM et M™ L. PODLIACHOUK. 


(Institut Pasteur, Service de M. R. Dusarric DE LA RiviiReE, 
Centre d’Etude des Groupes Sanguins des Animauz.) 


Les groupes sanguins des chats ont déja été l’objet des travaux 
anciens de Ingebrigsten, qui a montré la présence d’iso-agglutinines 
chez le chat normal, et de Ottenberg et Thalheimer qui ont pratiqué 
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des iso-immunisations et vu apparaitre des agglutinines et hémolysines 
de titre élevé. 

Les échecs relatifs obtenus dans ]’étude des groupes sanguins des 
lapins ou des cobayes ainsi que la difficulté d’élever un nombre 
important de chiens et l’impossibilité d’obtenir chez ce dernier animal 
des agglutinines de titre élevé nous avaient amenés a étudier le compor- 
tement sérologique des chats. 

Nous avons constaté l’existence, chez les chats adultes normaux, 
d’agglutinines naturelles de titre élevé, de 1/16 4 1/512 en moyenne, 
vis-a-vis de globules rouges dilués en eau physiologique. Ces agglu- 
tinines naturelles permettent de distinguer essentiellement deux 
antigénes, l’un A, l’autre B auquel se trouvent parfois associés C et D. 

La répartition des deux grands groupes se fait de la maniére sui- 
vante : l’antigéne A se rencontre chez 85 p. 100 des animaux examinés 
et l’antigéne B chez 15 p. 100. S’il est difficile de préciser la fréquence 
des antigénes C et D, aucun des chats examinés ne pouvait étre 
classé dans le groupe O ou AB. 

Certains chats du groupe A possédent une iso-agglutinine anti-B, 
de méme certains chats du groupe B_ possédent une _ iso-agglutinine 
anti-A. La proportion des chats possédant une iso-agglutinine est envi- 
ron de 15 p. 100. 

Les iso-agglutinines anti-A semblent toutes avoir une spécificité 
identique, mise en évidence par les épreuves d’absorption croisée. I] 
semble y avoir dans certains cas une différence de spécificité pour les 
sérums contenant une agglutinine anti-B. 

La comparaison des iso-agglutinines que nous avons individualisées 
avec celles décrites par Holmes (1) nous a permis de conclure que les 
iso-agglutinines anti-E et anti-F sont identiques aux agglutinines 
anti-A que nous avons obtenues. Il est possible que la faible agglu- 
tinine active sur les globules rouges du groupe O décrite par Holmes 
soit analogue a notre agglutinine anti-B. 

Ces iso-agglutinines naturelles gardent leur titre agglutinant aprés 
conservation & —10° pendant plusieurs années (quatre ans). Dans 
certains cas, l’étude des globules rouges est rendue difficile par une 
forte auto-agglutination. 

L’iso-immunisation permet de renforcer le titre de ces agglutinines 
naturelles et d’obtenir des agglutinines ayant une spécificité différente. 

Sur les 200 chats que nous avons pu examiner nous n’en n’avons 
rencontré aucun qui puisse étre catalogué dans le groupe O (sans 
antigéne). L’immunisation de chien aA l’aide de globules rouges de 
certains chats permet d’obtenir des sérums plus actifs vis-a-vis de 
globules rouges du chat donneur titrant par exemple 1/5 000, alors 
que l’agglutinine hétéro-spécifique présente un titre de 1/82. Les iso- 
immunsérums de chat sont dans certains cas plus actifs vis-A-vis des 
globules rouges humains des groupes B et O que ceux du groupe A. 

Les agglutinines obtenues aprés immunisation chez les chats 
semblent, par leurs caractéres, se rapprocher des agglutinines humaines 
bien plus que ne le font les iso-immun-agglutinines des chiens. 


(1) Nous remercions trés vivement R. Holmes d’avoir bien voulu nous 
adresser un échantillon des iso-agglutinines qu’il a individualisées (anti-E et 
anti-F). 
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Les agglutinines naturelles aprés immunisation peuvent atteindre 
un titre de 1/8 000 environ vis-a-vis de globules rouges mis en suspen- 
sion dans de l’eau physiologique. 

Ces agglutinines présentent encore un titre plus élevé si on se sert, 
comme milieu de dilution, de l’albumine de boeuf concentrée A 20 p. 100 
ou du dextran par exemple. 

A la différence des agglutinines des chiens, il n’est pas indispensable 
d’utiliser du sérum frais de chat pour mettre en évidence des anti- 
corps incomplets ; le facteur thermolabile, nécessaire chez le chien, ne 
Vest pas ici. 

Ces agglutinines peuvent se fixer sur les globules rouges de chat 
et on peut réyvéler leur présence a l’aide de sérum de lapin anti- 
globuline de chat. 

L’exécution de la réaction de Coombs de type indirect ne permet 
pas jusqu’a présent de mettre en évidence d’antigénes analogues 
a Vantigéne A’ décrit chez le chien par Young et ses collaborateurs, 
correspondant a la fixation d’un anticorps incomplet sans agglutination. 

L’emploi de globules rouges traités par la trypsine ou la papaine 
suivant la technique normalisée permet d’obtenir une agglutination 
supérieure de 3 a4 8 dilutions & celle de l’anticorps complet, mais ceci 
n’est valable que pour certaines immun-agglutinines. 

Le titre assez élevé des iso-agglutinines naturelles nous a amenés 
d penser qu’il pouvait étre attribué 4 l’immunisation par un antigéne 
hétérophile. Etant donné lhabituelle infestation parasitaire des chats on 
pouvait penser qu’Ascaris feliz était 4 l’origine de ces iso-agglutinines. 

Les épreuves d’absorption de ces iso-agglutinines anti-A ou anti-B 
a Vaide de broyats de ces helminthes n’ont pas permis de mettre en 
évidence l’antigéne correspondant dans ces parasites. 

L’immunisation de certains chats avec le broyat de ces helminthes 
n’a pas augmenté le titre de ces iso-agglutinines naturelles. Par 
contre, nous avons observé, chez certains de ces chats immunisés, une 
augmentation du titre de l’auto-agglutinine décelable 4 20° et 4°. Cette 
auto-agglutinine n’est pas active a 37°. 

Il y a une légére augmentation du titre des iso-agglutinines actives 
sur les globules rouges humains. Il n’y a pas de modification du titre 
de l’hétéro-hémagglutinine anti-mouton. 

L’injection & de jeunes chats du groupe A d’ re mae nee anti-A 
permet d’observer la fixation de cet anticorps sur les globules rouges 
de l’animal et de la révéler a l’aide de la réaction de Coombs “de 
type direct. L’injection de ces iso-immunsérums détermine l’apparition 
d’un syndrome hémolytique caractérisé par une anémie avec micro- 
sphérocytose, puis érythroblastose élevée. I] est cependant assez diffi- 
cile d’obtenir un syndrome hémolytique mortel. 

Les méres iso-immunisées, fécondées par un chat male, du groupe A, 
ont dans certaines conditions des chatons nouveau-nés atteints d’un 
syndrome caractérisé par une microsphérocytose et érythroblastose 
entrainant la mort des animaux dans les trente-six heures qui suivent 
la naissance. Il n’est pas encore possible d’affirmer ]’origine immuno- 
logique de ce syndrome. 

A l’aide des €&preuves d’absorption, il est possible de mettre en 
éyidence la, présence de deux antigénes principaux chez les foetus ayant 
une taille de 8 cm. L’antigéne se trouve essentiellement situé sur les 
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globules rouges, dans le foie et la rate ; il ne semble exister qu’a une 
concentration trés faible dans l’estomac ou le poumon. II n’est pas 
possible de mettre en évidence cet antigéne dans le cerveau ou dans 
le rein. 

L’anticorps maternel est transmis au chat nouveau-né par 1l’inter- 
médiaire du colostrum ou du lait. Il n’a pas été possible de mettre 
en évidence une transmission placentaire. 

Le pouvoir pathogéne de ces deux types d’immun-agglutinines peut 
étre prouvé par les réactions transfusionnelles observées chez les chats 
immunisés ou par l’injection d’une dose déterminée de ces anticorps 
4 de jeunes chats. Mais on peut aussi étudier le pouvoir cytotoxique 
de ces anticorps en utilisant la culture de tissus embryonnaires réalisée 
en présence de sérum normal et d’iso- ou d’hétéro-immunsérums. 

Nous avons pu ainsi constater, avec Barski, que les hétéro-immun- 
sérums de lapin antiglobules rouges de chat titrant 1/4 000 empéchent 
toute croissance des tissus splénique, rénal ou cérébral, de fragments 
d’embryon de chat prélevés par césarienne, A la fin du deuxiéme tiers 
de la vie intra-utérine et mis en culture selon la méthode de Barski. 

Au contraire, les iso-immunsérums de chat, présentant le méme titre 
que l’immunsérum de lapin vis-d-vis des globules rouges des foetus 
explantés, provoquent l’agglutination de certaines cellules hématopoié- 
tiques et l’apparition de cellules plurinucléées, mais ne provoquent 
aucune inhibition de la culture, des éléments spléniques, rénaux ou 
cérébraux. 
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A PROPOS DE LA FRAMYCETINE (°). 
TITRAGES DES ANTIBIOTIQUES DANS LES URINES 


par M's M. PEYRE et H. VELU 
(avec le concours technique de M™ L. DUMAS et M. BRALET). 


(Laboratoires de Recherches Roussel-Sofrapen, Romainville.) 


Le titrage des antibiotiques dans les liquides organiques pose au 
laboratoire de nombreux problémes fort délicats. 


En ce qui concerne le sang, le titrage par dilution comporte de 


(*) Produit spécialisé sous le nom de soframycine par les Laboratoires 
Roussel. 
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nombreuses causes d’erreur, comme l’erreur de gamme, les erreurs 
sérum par blocage de l’antibiotique ou effet nutritif sur le germe, 
lerreur de pH, sur lesquelles, parfois aprés bien d’autres, nous avons 
attiré l’attention [1, 2 3], et qui ont fait aller nos préférences, non 
pas a la turbidimétrie, inutilisable avec les faibles concentrations, 
mais aux techniques de diffusion comme celle de la F.D.A. avec 
Sarcina lutea, ou celle de Mitchinson et Spicer [4]. 

Les mémes ennuis se retrouvent avec l’urine qui peut renfermer des 
substances stimulantes de la croissance microbienne [5] ou inhibi- 
trices [6] ; d’ot les essais de titrage par diffusion avec des dilutions 
faites en eau [7], en tampon [8], en urine normale [9]. 

Nous avons été amenés a reprendre la question du titrage dans les 
urines & propos d’un nouvel antibiotique, la framycétine. Le titrage 
turbidimétrique sur Klebsiella ou sur staphylocoque nous a donné 
satisfaction quand les quantités d’urine utilisées dans la réaction étaient 
trés faibles et par conséquent incapables de perturber la croissance 
microbienne des tubes-échantillons par rapport 4 ceux de 1’étalon. Cette 
méthode ne permettait pas, dans nos conditions habituelles de travail, 
de titrer au-dessous de 20 yg/cm® ; elle était donc inutilisable aprés 
une faible posologie, en fin d’élimination, ou encore aprés adminis- 
tration per os. Nous avons alors essayé les méthodes de dilution et de 
diffusion. 


1° M&rHope bE piLtuTIoN. — Nous avons utilisé la méthode classique 
de Chabbert et Sureau [410], en milieu peptoné, glucosé, tamponné 
a pH 7,2, avec indicateur de virage: la phénolsulfonephtaléine. Diffé- 
rents échantillons d’urine ont été filtrés sur Seitz et ajustés au pH 
du milieu. L’ajustement est quasi instantané et ne varie pas au cours 
d’un séjour prolongé a l’étuve. Ces urines qui ne possédaient pas de 
pouvoir inhibiteur propre ont été additionnées de framycétine et 
utilisées pour faire des gammes de dilution dont les concentrations 
s’étendaient de 0,2 A 2 ng/cm3. Des étalons ont été préparés en eau 
physiologique et en tampon phosphate de pH : 7,2. Les lectures ont été 
faites sur le trouble microbien ou sur le virage de l’indicateur, aprés 
dix-hujt heures au bain-marie 4 37°: elles ont été le plus souvent 
impossibles sur le trouble du fait de l’existence d’un précipité plus 
au moins abondant apparu avec la plupart des échantillons, soit dés 
la répartition des gammes, soit au cours du séjour au bain-marie ; 
les lectures sur le virage de l’indicateur n’ont pas été plus aisées ; 
selon le volume d’urine introduit dans les divers tubes de la gamme, 
le développement du germe test (Klebsiella ou staphylocoque) est pro- 
fondément modifié de sorte que, dans certains cas, le seuil se trouve 
parfois au méme endroit, que l’urine ait été additionnée de 0,3 ou de 
3 ug de framycétine. 


2° Mf&rHopr DE pvirFusion. — Nous avons alors eu recours A la diffu- 
sion linéaire en gélose Heatley ajustée & pH 8, en raison de sa plus 
grande sensibilité. Nous avons employé des urines ne possédant pas 
de pouvoir inhibiteur propre sur le staphylocoque Oxford. L’étalon 
a été préparé en tampon phosphate de pH 8. Nous avons recherché 
Vinfluence du pH et celle de l’urine, en répétant les essais d’aprés 
les protocoles suivants. 
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a) Influence du pH. — Une urine M. B. de pH spontané 5,9 filtrée 
sur Seitz a été divisée en deux lots ; l’un a été laissé & pH 5,9 ; l’autre 
ajusté & pH 8; avec les deux échantillons ainsi obtenus, nous avons 
réalisé cing concentrations comprises entre 7,5 et 75 ug/cm? de framyceé- 
tine, de facon a établir les pentes de diffusion dans les conditions que 
nous avons précisées précédemment [414]. Comme il fallait s'y attendre, 
la droite de la gamme échantillon de pH 5,9 a une ordonnée 4 lorigine 
nettement inférieure A celle de la gamme échantillon de pH 8, elle- 
méme trés inférieure a celle de 1’étalon-tampon (fig. I) ; nous retrou- 
vons pour la framycétine les variations d’activité en fonction du pH 
déja signalées pour les autres antibiotiques, notamment par S. Miya- 
mura [42], E. Eagle et collab. [43], et par nous-mémes [41]. ne 

b) Influence de l’urine. — Deux urines M.B. et L.D. ont été 
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Fic. I. — Influence du pH sur I'activité de la framycétine d'une méme urine 
(en diffusion linéaire). 
Fic. I]. — Influence de l’origine de l'urine sur l’activité de la framycétine, 


pour un méme pH (en diffusion linéaire). 


ajustées & pH 8 et ont servi a réaliser des gammes de framycétine 
comprises entre 7,5 et 100 wg/cm’. Ces deux séries d’échantillons ont 
été mises 4 diffuser en méme temps qu’une gamme étalon en tampon 
phosphate 4 pH 8. Les ordonnées A l’origine des pentes de diffusion, 
trés différentes pour les deux urines, soulignent l’influence considé- 
rable que l’origine de l’urine peut exercer sur la diffusion (fig. LS 
elles montrent qu’il est impossible, méme sur un étalon-tampon, de 
titrer par. diffusion la framycétine des urines. 

Ces faits ne sont pas particuliers & la framycétine ; nous les avons 
retrouvés avec la streptomycine. Avec l’auréomycine, nous avons 
obtenu des inhibitions identiques entre les deux urines utilisées, 
mais inférieures 4 celles de 1]’étalon. 


En résumé, ces résultats soulignent les difficultés du titrage des 
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antibiotiques dans les urines et montrent qu’il n’existe pas de méthode 
parfaite. Dans certains cas, la turbidimétrie pourra donner des résultats 
satisfaisants ; dans d’autres, il sera nécessaire de recourir A la diffu- 
sion; mais alors il sera indispensable de supprimer les causes 
d’erreurs, qu’elles viennent du pH ou de la nature du liquide & titrer, 
et de préparer l’étalon dans le méme liquide organique prélevé avant 
toute administration d’antibiotique. 
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APPLICATION DES REACTIONS 
DE DUBOS-MIDDLEBROOK ET DE DESBORDES 
A MYCOBACTERIUM ULCERANS (MAC CALLUM) (’) 


par E. van OYE (**). 


(Laboratoire de Blukwa, Ituri [Congo belge].) 


Au cours des derniéres années, deux réactions cyto-chimiques sont 
venues enrichir fort heureusement nos moyens d’investigation des 
bacilles acido-résistants : celle de Dubos et Middlebrook [4] et celle 
de Desbordes [3]. Elles sont basées sur la coloration plus ou moins 
intense des corps microbiens, la premiére par le rouge neutre 4 un pH 
de 8,9 A 9,0, la seconde par le bleu de Nil & un pH de 10,5 a 11,0. 

Entre l’intensité de la coloration et la virulence de la souche étudiée, 
il existe un parallélisme qui n’est pas absolu, mais suffisamment 


(*) Ce travail répond & une recommandation formulée par le Sous- 
Comité des Mycobactéries, réuni a Rome le 9 septembre 1953 4 Voccasion 
du Vie Congrés International de Microbiologie. 

(**) Médecin-Directeur du Laboratoire de Bactériologie de Blukwa 
(Ituri), Congo Belge. 
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étroit pour qu’il soit permis de considérer ces deux réactions comme 
de véritables tests de virulence [3, 4, 5, 6, 8, 44, 42]. A cause de ce 
_caractére, ces réactions se sont révélées particuliérement utiles pour 
l'étude du groupe des Mycobactéries encore si mal défini. Hauduroy et 
coll. ont donné des exemples convaincants dans ces Annales [5, 6]. 

Il nous a semblé qu’il serait intéressant d’appliquer ces deux réac- 
tions 4 Mycobacterium ulcerans, dont existence a été découverte en 
Australie par MacCallum et coll. [2], et qui est probablement a J ori- 
gine de certains ulcéres tropicaux en Afrique Centrale [7, 9, 10]. 

Au cours de nos essais, nous avons employé les techniques telles 
qu’elles ont été décrites par les auteurs qui les ont mises au 
point [3, 4], et nous les avons appliquées 4 la souche originale de 
M. ulcerans déposée au National Collection of Type Cultures du Lister 
Institute de Londres. Il ne nous a pas été possible d’étudier également 
une souche centrafricaine: tous nos essais pour isoler pareille culture 
en Afrique ont échoué jusqu’a présent ; seul Meleney [9] y est par- 
venu et nous attendons avec impatience le résultat de ses recherches 
sur les caractéres immunologiques de sa culture d’origine congolaise. 

Les trois Mycobactéries suivantes nous ont servi de témoins et de 
contréles : 

1. Une culture de M. tuberculosis var. hominis isolée localement. 

2. Une culture de BCG de l'Institut Pasteur de Paris. 

3. Une culture de M. phlei qui nous a été aimablement fournie par 
le professeur A. Dubois, directeur de l'Institut de Médecine Tropicale 
Prince Léopold d’Anvers. 

Les résultats de nos essais ont été groupés dans le tableau ci-joint : 


REACTION REACTION 
de de 

Dubos-Middlebrook Desbordes 
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Appliquées 4 M. ulcerans, les réactions de Dubos-Middlebrook et 
de Desbordes ont donc donné des résultats fortement positifs. Ceci 
semble bien en accord avec le caractére pathogéne de ce germe, et 
peul-tre également avec sa grande résistance A toute thérapeu- 
tique [2, 7, 9]. 

Quant aux trois Mycobactéries qui ont servi de témoins, les résultats 
de nos essais confirment ceux des auteurs qui les avaient déja étudiées 
et particulicrement ceux de Hauduroy et coll. [5, 6]. La souche de 
M. tuberculosis s’est révélée peu colorable et cette indication cyto- 
chimique concordait avec les données cliniques. 

Asselineau et coll. [4] ont montré que la fixation des colorants sur 
les corps microbiens est due & la présence de lipopolysaccharides péri- 
phériques et peut s’expliquer par la salification des groupes acides de 
ceux-ci. Il appartient maintenant aux biochimistes de rechercher si 
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les résultats positifs de nos essais avec M. ulcerans peuvent ¢tre 
attribués 4 une méme cause et, le cas échéant, de spécifier la nature 
chimique de ce facteur. 

En résumé, les réactions cyto-chimiques de Dubos-Middlebrook et 
de Desbordes ont été appliquées 4 Mycobacterium ulcerans (MacCallum) 
et ont donné des résultats fortement fpositifs. Ceci semble bien 
concorder avec ce que nous connaissons concernant la virulence de ce 
germe. Des recherches biochimiques devront spécifier quel est le fac- 
teur chimique qui détermine la positivité de ces deux réactions. 
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SIGNIFICATION DES BACILLES TUBERCULEUX 
« APPAREMMENT MORTS » 
DE CERTAINES LESIONS DU POUMON 


par F. TISON. 


(Sanatorium de Praz-Coutant, Haute-Savoie.) 


TECHNIQUE D’EXAMEN. — Le prélevement est fait sur des pitces d’exé- 
rése, a la salle d’opération, immédiatement aprés ablation. Il est pra- 
tiqué stérilement, pour éviter un traitement chimique néfaste au 
bacille de Koch [4]. 

Du pus, du caséum, des sécrétions, ou du tissu, sont prélevés ct 
broyés avec du sérum physiologique. 

. Une partie est ensemencée sur 6 tubes de Jensen fraichement pré- 
parés. 

Une partie est inoculée au cobaye. 

I goutte est étalée sur lame et colorée au Ziehl. La piéce est alors 
fixée pour examen histologique. 

Pour une comparaison, une culture et une inoculation, au moins, 
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sont pratiquées la veille de V’opération, 4 partir de crachats recueillis 
directement ou par tubage gastrique. 


ErupE pu BACILLE. — ‘Trente-quatre piéces d’exérése ont été ainsi 
examinées, qui se décomposent comme suit : 
a) Douze cavernes. — Ces lésions banales ont servi, pour ainsi dire, 


de témoins. Les bacilles, visibles sur le frottis, ont toujours poussé et 
ont tuberculisé le cobaye. 

b) Treize foyers caséeux denses ont montré des bacilles au frottis, 
mais 4 n’ont ni tuberculisé le cobaye, ni donné lieu a culture. 

c) Neuf tuberculomes vrais ont donné lieu a 9 frottis positifs. Cinq 
d’entre eux n’ont pas donné lieu A culture et n’ont pas tuberculisé 
le cobaye. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. — On pourrait objecter que les 
bacilles sont inégalement répartis dans les prélévements. En fait, il 
s’agit d’une émulsion homogéne et riche. De plus, il n’a jamais été 
trouvé de résultat inverse. Dans le centre des tuberculomes, on a 
parfois trouvé des bacilles tres nombreux, parfois incomptables. 

Chez trois malades, les bacilles étaient réguliérement présents dans 
l’expectoration, avant intervention, mais s’ils étaient visibles, ils ne 
tuberculisaient pas le cobaye, ni ne donnaient lieu a culture. 

Les antibiotiques ne peuvent étre mis en cause: le malade le plus 
typique en avait recu 5 g. Un autre 84 g auparavant. 


S’AGIT-IL DE BACILLES MoRTS ? — L’étude de la virulence n’a pu étre 
pratiquée par les méthodes chimiques de Hauduroy, puisqu’il n’y 
a pas culture. 

Elle a été étudiée chez le cobaye et méme chez le cobaye nouveau-neé. 
Les animaux, observés quatre mois, n’ont pas été tuberculisés. 

Comme l’avaient laissé prévoir les travaux de Medlar [2], Beck [3], 
Joly [4], Canetti [5], des bacilles « optiquement » présents ne 
paraissent pas vivants. 

Et cependant il y a « recrutement » puisque certains de nos malades 
en crachaient réguliérement. Et comme l’a montré Corper, il faut 
plus de 100000 bacilles parscentimétre cube pour qu’ils soient déce- 
lables par les procédés courants. 

On pourrait donc penser que les bacilles se développent ailleurs et 
meurent en arrivant 4 maturité dans la lésion. 

Chez 4 malades, nous avons fait des prélévements multiples, au 
centre et a la périphérie de la lésion principale, dans des lésions plus 
jeunes et dans des ganglions voisins. Les bacilles avaient les mémes 
caractéristiques partout. Les mémes que dans les crachats. 


Quelle conclusion tirer de ces faits ? 

Ces hacilles ne sont vraisemblablement pas « morts ». Leur_ pré- 
sence ne doit pas faire regretter son acte au chirurgien. Leur impor- 
tance n’est strement pas négligeable du point de vue allergie et 
immunité [6]. 
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ACTION DES AGENTS TENSIOACTIFS 
SUR LE BACILLE DE KOCH. 
FIXATION DE L’OLEATE DE SODIUM 
PAR LES BACTERIES 


par D. LUZZATI (*). 


(Laboratoire de Physico-Chimie de la Faculté de Médecine de Paris. 
Laboratoire de Chimie-Physique de la Sorbonne.) 


Au cours d’un travail précédent [1], nous avons montré qu’il existe 
une relation linéaire entre les concentrations initiales d’oléate de Na 
dans le milieu de culture permettant d’obtenir une inhibition totale 
de la croissance du B.K. et le nombre de bactéries contenues dans 
Vinoculat (droite I, fig. 1). Ou on obtient également des droites 
lorsque l’on représente, toujours en fonction du nombre de bactéries 
ensemencées, la concentration initiale d’oléate de Na provoquant une 
inhibition de deux jours (droite II, fig. 1), ou la concentration au- 
dessous de laquelle on n’observe plus d’inhibition (droite III, fig. 1). 

L’interprétation qui parait la plus logique de ces relations linéaires 
consiste & supposer que le B. K. appauvrit la solution en fixant de 
loléate de Na, d’autant plus que le milieu de culture contient plus 
de bactéries et que la manifestation d’un phénoméne biologique donné 
(inhibition totale ou temporaire) a lieu pour une concentration finale 
constante du milieu en oléate de Na; il y aurait alors un équilibre 
entre l’oléate restant dans le milieu et l’oléate fixé par les bactéries. 
Cette hypothése est d’ailleurs étayée par le fait que, dams le cas d’une 
inhibition temporaire, l’absence d’action du savon sur la multiplication 
ultérieure des bactéries ne peut étre attribuée A une résistance spon- 
tanée ou acquise des bactéries 4 l’action du savon [41]. Par contre une 
diminution de la concentration du savon au-dessous du seuil d’action 
toxique, due A une fixation par une partie seulement des hactéries 
contenues dans l’inoculat, rendrait parfaitement compte de 1’allure 


des courbes de croissance (1). 


(*) Travail effectué avec laide de l'Institut National d’Hygiéne. 

(1) La non-uniformité de réponse du B.K. au traitement par des agents 
tensioactifs anioniques a d’ailleurs déja été remarquée. Ainsi, selon Des- 
bordes et Fournier [4], la disparition de AAR de B.K. soumis a l’action 
d’anions superficiellement actifs n’est jamais compléte, la proportion de 
bactéries affectées variant avec divers facteurs, en particulier l’Age de la 


culture. 
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Dans cette hypothése, l’étude de l’une des droites de la figure 1 (la 
droite I, par exemple) fournit les renseignements suivants : 

a) L’ordonnée de l’intersection de la droite avec l’axe vertical corres- 
pondrait a la concentration d’oléate de Na provoquant inhibition 
totale de la croissance d’un nombre infiniment petit de bactéries (les 
quantités d’oléate susceptibles d’étre fixées par ce petit nombre de 
bacilles n’appauvrissant pratiquement pas la solution), c’est-d-dire a la 


0,5 4 45 


Fic. 1. —En abscisses : X 108 bactéries/cm3. En ordonnées: concentration initiale 
en oléate de Na du milieu de culture x 10 —5 g/cms. 


concentration finale réelle correspondant & une inhibition totale de la 
croissance. Dans le cas de la droite I, on trouve environ 6 x 10—® g/cm’. 

b) La différence d’ordonnée entre le point CI et le point de la 
droite I correspondant par exemple d 108 bactéries/cm3 représenterait 
la quantité d’oléate fixée & l’équilibre par 108 bactéries/cm?. La quan- 
lité Woléate fixée par les bactéries serait donc donnée par la pente 
de la droite. Dans le cas d’une inhibition totale (droite T) la quantité 
fixée serait de 2,5 x 10—18 g/bactérie. Dans le cas d’une inhibition 
temporaire (droite II), le méme calcul montre que la concentration finale 
serait de 3 x 10-® g/cm’ et la quantité fixée par les bactéries 
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de 1 x 10—18 g/bactérie, tandis que, lorsqu’on n’observe plus d’action 
sur la croissance (droite III), la concentration finale est de 1 x 10—§ g/cms 
et les bactéries n’ont fixé que 0,19 x 10—18 g/bactérie. Les quantités 
fixées dams ces trois cas peuvent étre représentées en fonction de la 
concentration finale du milieu en oléate de Na (cercles, fig. 2). Les 
quantités fixées dans les deux premiers cas sont de l’ordre de eran- 
deur du poids méme du bacille, ce qui exclut l'idée d’une adsorption 
mono- ou pauci-moléculaire 4 la surface du B. K. 

Dans ces conditions, on pouvait se demander si l’inhibition de la 
croissance était liée non pas a une adsorption, mais A une absorption 
dans la masse du bacille. Pour répondre A cette question, nous avons 
étudié directement la diminution de concentration de _ solutions 
d’oléate de Na dans lesquelles on a introduit des bactéries tuées par 
la.chaleur. Nous avons effectué le dosage du savon par la méthode 
tensiométrique, les quantités & doser étant trop faibles pour permettre 


4 P2 3 4 5 6 7 


Fic. 2. — En abscisses : concentration finale x 10 —® g/cm®. 
En ordonnées : X 10 — 13 g/bactéries. 


l’utilisation de techniques microchimiques ou chromatographiques. 
Nous avons opéré de la facon suivante : les bactéries (souche aviaire 17 
de l'Institut Pasteur) tuées par la chaleur sont suspendues dans un 
tampon phosphate (M/45, pH 7) contenant 1 p. 100 de NaF [2] ; on 
effectue des lavages répétés (8 a 14) par centrifugation, jusqu’a obtenir 
un surnageant dans lequel on ne décéle plus de substances tensio- 
actives. On suspend alors une quantité connue de bactéries, estimée 
par photométrie, dans une solution de concentration connue d’oléate 
de Na, dans le méme tampon additionné de NaF (2). Aprés huit heures 


(2) La présence de NaF est rendue nécessaire par la Jenteur avec 
laquelle la tension superficielle de solutions d’oléate de Na de faible 
concentration atteint l’équilibre. Le NaF empéche le développement de 
bactéries aérogénes aux dépens du savon, et permet d’obtenir des 
mesures concordantes. 
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de contact sous agitation continue, on centrifuge les bactéries et on 
mesure la tension superficielle y du surnageant. Les valeurs de y ainsi 
obtenues sont rapportées A celles d’une courbe y/C étalon, établie 
dans les mémes conditions expérimentales. Les quantités d’oléate 
fixées par le bacille tué ont été portées en fonction de la concentra- 
tion finale de la solution (fig. 2). La courbe évoque une courbe 
d’adsorption, mais ici encore, les quantités fixées sont considérables : 
a saturation, une bactérie fixe 12,5 x 10-15 g, ce qui équivaut 
a environ trois fois le poids humide du bacille (3). 

On constate ainsi, malgré les différences fondamentales dans le 
mode de détermination et les conditions expérimentales, un accord 
satisfaisant d’ordre de grandeur entre les quantités fixées par le 
bacille mort et le bacille vivant. 

Il nous semble donc permis d’envisager ]’action des agents tensio- 
actifs anioniques sur le B. K. de la facon suivante: on obtient une 
inhibition totale de la croissance lorsque les bactéries ont fixé suffi- 
samment d’oléate de Na pour désorganiser complétement la structure 
du protoplasme bactérien, alors que la fixation d’une petite quantité 
(approximativement 1/10 de la quantité Jétale) n’affecte pas notable- 
ment le fonctionnement de la cellule. Enfin, dans Je cas d’une inhibi- 
tion partielle, le calcul montre que l’on peut obtenir une diminution 
de la concentration d’oléate jusqu’A la concentration finale non 
toxique, si une partie seulement des bactéries de linoculat fixent 
Voléate de Na a saturation : il resterait encore assez de bactéries viables 
pour que l’accroissement de turbidité de la culture soit visible aprés deux 
jours de latence [4]. 


BIBLIOGRAPHIE 


] D. Luzzatr. Ces Annales, 1952, 82, 744. 

2] E. I. Vanxo. Ann. N. Y. Acad. Sci., 1946, 48, 451. 

[3] K. McQuirten. Biochim. Biophys. Acta, 1950, 5, 463. 

[4] J. Desporpes et Er. Fournter. Ces Annales, 1952, 82, 713. 


[ 
[ 


UN NOUVEAU TYPE DE SALMONELLA 
ISOLE AU VENEZUELA 


par L. Le MINOR et H. FOSSAERT. 


(Institut Pasteur de Paris et Unitad Sanitaria, Maracaibo [Venezuela].) 


Cette souche a été isolée le 28 octobre 1958, par coproculture chez 
un manipulateur d’aliments apparemment en bonne santé. L’ense- 


(3) Cette fixation parait supérieure a celle trouvée par Vaiko [2] pour 
la fixation du chlorure de diméthylammonium par FE. coli, ou par 


MeQuillen [3] pour la fixation du bromure de cétyltriméthylammonium par 
St. aureus. 
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mencement fut fait sur milieu de Kristensen aprés enrichissement sur 
milieu de Miller-Kauffmann. 

Propriétés biochimiques. — Xylose, arabinose, glucose, mannitol, 
dulcitol, maltose fermentés en un jour avec gaz en glucose. 

Lactose, saccharose, adonitol et salicine non fermentés. 

Le glycérol en milieu de Stern est positif en un jour. 

Cette Salmonella ne cultive pas sur milieu au citrate de sodium 
de Simmons, ne produit pas d’indole et ne posséde pas d’uréase. 

Le d-tartrate de sodium (milieu de Kauffmann) n’est pas touché. 

Ce bacille produit de l’hydrogéne sulfuré et réduit le rouge neutre. 
_ En milieu de Clark et Lubs, la réaction du rouge de méthyle est 
positive, celle de Voges-Proskauer négative. 

En milieu au cyanure’ de potassium (test de Braun) il n’y a pas 
de développement. 

Propriétés antigéniques. — Cette Salmonelle est agglutinée au titre 
par le sérum anti-O : 11. Elle est agglutinée par les sérums anti-lv 
et lw, ainsi que le sérum anti-v saturé. 

La phase 2 est agglutinée par les sérums anti-1,2, 1,5, 1,6, 1,7 et par 
le sérum anti-5 saturé. 

La formule est donc : 0 : 11, H spec. : lv, H n. spec. ; 1,5. 

Nous remercions MM. Kauffmann et Edwards qui ont bien voulu 
contréler cette formule. 

Résumé: Une nouveau type sérologique de Salmonella, isolé chez 
un porteur sain au Venezuela, est décrit. La formule est 11 : lv : 1,5. 


UN NOUVEAU TYPE SEROLOGIQUE DE SALMONELLA : 
Ga 2a i. 2 


par L. Le MINOR, P. MERVEILLE, P. BASCOULERGUE et G. AUDEBAUD. 


(Instituls Pasteur de Paris et de Dakar.) 


Cette souche a été isolée le 8 février 1954 des selles d’un enfant de 
race M’Bochi, 4gé de 2 ans 1/2, entré & l’hdépital général de Brazzaville 
pour « fiévre et diarrhée profuse ». 

L’enfant, subfébrile, serait malade depuis deux a trois jours. On 
note une discréte hépatomégalie, la rate n’est pas palpable. Le ventre 
est douloureux dans l’ensemble et l’enfant émet dans la journée une 
dizaine de selles liquides jaundtres, renfermant quelques glaires. 

L’examen sanguin ne montre pas d’hématozoaires, mais une anémie 
avec lymphocytose. 

L’ensemencement des selles, qui contiennent en outre des ceufs 
d’ankylostome, permet d’isoler une salmonelle. 

Le chloramphénicol 4 la dose de deux comprimés de 0,25 g par jour 
pendant cing jours amena la guérison. 

Etude du germe. — Bacille Gram-négatif, mobile, colonies S. 
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Les caractéres biochimiques sont les suivants : 


Xylose +1. Dulcitol +1. 
Arabinose +1}. Lactose 02°. 
Adonitol 02°, Maltose +1}. 
Glucose +1G, Saccharose 02°, 
Mannitol +1. Tréhalose +1. 
Sorbose 02°. Inositol 02°. 
Sorbitol +1, Salicine 02°. 


Sur milieu de Stern: glycérol +’. 

Citrate de sodium (Simmons) et d-tartrate de sodium (Kauffmann) 
positifs. 

Ce microbe ne possede pas d’uréase, ne produit pas d’indole et ne 
liquéfie pas la gélatine. ae 

Etudiées en milieu de Clark et Lubs, la réaction du rouge de 
méthyle est positive, celle de Voges-Proskauer négative. 

Cette salmonelle produit de l’hydrogéne sulfuré et réduit le milieu 
au rouge neutre. 

Cette souche est agglutinée par les sérums anti-O : 6,7, 6,8, 7 saturé, 
par les sérums anti-H 1,2, 1,5, 1,6, 1,7 et 2 saturé. 

La formule est donc : 0 : 6,7 — H spec. :b — Hn. spec. : 1,2. 


Cette formule a été confirmée par MM. Kauffmann et Edwards que 
nous remercions. 


Résumé, — Une salmonelle de type antigénique non encore décrit 
(6,7 : b : 1,2) a été isolée 4 Brazzaville (A.E.F.) des selles d’un enfant 
présentant un syndrome diarrhéique. 


UN NOUVEAU TYPE DE SALMONELLA (S. COLOMBO) 
ISOLE A CEYLAN 


par E. E. SCHMID, T. VELAUDAPILLAT et G.-R. NILES. 


(Medical Research Institute, Colombo.) 


En novembre 1953, nous avons isolé deux fois de huit selles d’un 
malade présentant des troubles intestinaux chroniques, une salmonelle, 
dont la formule ne correspondait & aucun type actuellement décrit. 

Cette salmonelle, mobile, Gram-négative, attaque glucose (gaz), ara- 
binose, dulcitol, rhamnose, tréhalose, xylose, mannitol (gaz), maltose 
et sorbitol. Elle fait fermenter le glycérol en milieu de Stern d-, i-tar- 
trate, citrate et mucate. Elle réduit les nitrates en nitrites, produit de 
Vhydrogéne sulfuré, utilise glucose et citrate de sodium en milieu de 
Simmons. La réaction du rouge de méthyle est positive. 

Elle n’attaque pas lactose, saccharose, inositol, adonitol et salicine, 
ne produit ni indole ni acétyl-méthyl-carbinol, ne liquéfie pas la géla- 
tine et n’hydrolyse pas l’urée. 
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Cette espéce est agglutinée sur lame par le sérum anti-XXXVIII, 1,2, 
1,5, 1,6, 1,7 et 6 saturé. Aprés passage sur gélose molle avec addition 
de sérum anti-l, 2, 3, 5, elle est agglutinée par le sérum anti-y. 

Pour confirmer la structure antigénique nous avons préparé des 
sérums O et H (phase 1 et 2) par inoculation intraveineuse A trois 
lapins. 

La suspension O de notre souche est agglutinée au titre de 1/5120 par 
le sérum anti-XXXVIII (S. inverness) et d’autre part une suspension de 
S. inverness est agglutinée au titre de 1/5120 par le sérum anti-O de 
notre souche. Ces deux sérums sont saturés par absorption croisée. 

Nous avons ensuite agglutiné notre souche par les sérums anti-y 
(S. madelia) et anti-1,6 (S. anatum) et nous avons trouvé une aggluti- 
nation au titre de 1/5 120 et 1/10 240. Inversement les sérums anti-y et 
anti-1,6 de notre souche ont agglutiné S. madelia (y) et S. anatum (1,6) 
au titre de 1/1 280 et 1/10 240. L’absorption croisée a saturé ces quatre 
sérums. 

Nous pouvons done conclure que la formule antigénique de notre 
espéce est XXXVIII : y : 1,6. Cette formule fut confirmée par le Centre 
International des Salmonelles (F. Kauffmann). 

Résumé. — Les auteurs décrivent un nouveau type de Salmonella, 
S. colombo, dont la formule est XXXVIII : y : 1,6. Il fut isolé par copro- 
culture & Ceylan chez un malade présentant des troubles intestinaux 
chroniques. 


SUR LA CONSERVATION EN CULTURE 
DE TRICHOMONAS GALLINA 


par J. DEOM et J. MORTELMANS. 


(Laboratoire vétérinaire d’Elisabethville, Congo belge.) 


Nous avons relaté ailleurs [4] nos observations sur les premiers cas 
de trichomoniase du pigeon au Congo belge et sur lisolement de 
la souche en cause. 

A cette occasion, nous avions pu observer une différence assez sen- 
sible entre les résultats obtenus avec les deux milieux de culture 
employés, le bouillon au foie de Tarozzi additionné de 10 p. 100 de 
sérum de boeuf et le milieu de Schneider [2] modifié, dont nous 
avons donné la composition et le mode de préparation ailleurs [4]. 

La nutrition des Trichomonades, T. foetus et T. gallinae en parti- 
culier, a déja fait l’objet de diverses recherches. Cailleau s’est spécia- 
lement attaché a l’étude de cette question [3] et a conclu [4] que le 
cholestérol, l’acide ascorbique et un troisiéme facteur non identifié 
et contenu adns le sérum, étaient indispensablesa la croissance de 
ces organismes. 

Clausen [5] démontre la nécessité du sérum et identifie la fraction 
indispensable comme étant probablement un séromucoide. 
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Nos expériences ont uniquement eu pour but d’établir quel était 
le milieu Je plus approprié 4 la conservation en culture de souches 
de T. gallinae. 

Voici la technique employée : la souche est isolée en milieu conte- 
nant de la pénicilline et de la streptomycine. Les repiquages se font 
en passant V gouttes de la phase liquide de la culture dans des tubes 
contenant des concentrations décroissantes d’antibiotiques. Aprés 
quelques passages, ces produits sont complétement supprimés. 

La souche de T. gallinae isolée a ainsi été entretenue simultanément 
sur les deux milieux dont il est question ci-dessus. Il s’est révélé néces- 
saire d’utiliser pour chaque passage quatre tubes de chaque milieu, pour 
réduire au minimum les possibilités de perdre la souche. 

Notre premiére impression, que le milieu de Schneider modifié ¢tait 


Passages ni 3 5) i 9 Te ey oS) ay mo 


5e semaine 
4e 
Ze 
26 
le semaine 


Milieu de Tarozzi 


Ze semaine Z 
x - rR oo 
2e 


Y 
le semaine (Ax . NZ 


supérieur au milieu de Tarozzi, s’est amplement confirmée au cours 
de ces essais, poursuivis sur 20 passages pendant plus de six mois. 

Les résultats de nos expériences sont condensés dans le diagramme 
ci-joint. Chaque passage y est représenté par deux tubes sur quatre 
(les deux meilleurs au point de vue viabilité), les semaines de conser- 
vation étant portées en ordonnées et les passages en abscisses. 

Nous pouvons conclure de ces observations que le milieu de Schneider 
modifié convient mieux A la conservation en culture de T. gallinae que 
le bouillon au foie de Tarozzi additionné de 10 p. 100 de sérum de 
boeuf. Ce dernier, en effet, n’assure une conservation certaine que 
pendant une seule semaine tandis que le premier l’assure pendant 
au moins deux semaines. Certains passages ont méme survécu cing 
semaines. 

En pratique, nous dirons que pour conserver T. gallinae en culture, 
il est préférable d’utiliser le milieu de Schneider modifié, d’employer 
quatre tubes ‘pour chaque passage et de repiquer toutes les deux 
semaines. Le repiquage serait fait A partir du tube montrant 2 ce 
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moment la meilleure prolifération, contrélée microscopiquement, du 
Flagellé. 
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ESSAI DE TRANSMISSION DE LA PESTE PORCINE 
AU HERISSON (AETHICHINUS ALGIRUS ALGIRUS) 


par L. PLACIDI. 


(Institut de Biologie animale, Rabat.) 


Si les recherches de nombreux auteurs [4] ont montré que la plu- 
part des espéces dont nous pourrions disposer communément étaient 
plus ou moins susceptibles, dans des conditions diverses, de réagir 
a Vinoculation du virus de la peste porcine, il n’en demeure pas 
moins, dans 1’état actuel des choses, que le porcelet reste encore le 
seul animal qui puisse étre utilisé dans l’étude de la maladie et l’on 
sait & quels graves inconvénients se heurte l’expérimentateur. En dehors 
du prix, qui interdit les recherches sur un nombre important d’ani- 
maux, Ja résistance certaine d’une proportion non négligeable des 
individus, la valeur toute relative des sérums et des vaccins constituent 
une lacune majeure, si l’on considére que la méthode de lV’immunité 
croisée est la seule & laquelle nous pouvons accorder une certaine 
confiance pour préciser un diagnostic douteux. Aussi, toute recherche 
d’un organisme réellement sensible et utilisable pour le diagnostic 
mérite-t-elle le plus grand intérét. 

C’est dans cet esprit que nous nous sommes attaché a l’étude de la 
réceptivité du hérisson, petit mammifére que l’on peut se procurer avec 
une certaine facilité et sur lequel, & notre connaissance, aucun essai 
de transmission n’avait encore été tenté pour cette maladie. 

Trois hérissons (n° 11, 12, 14) ont recu dans le cerveau 1/2 cm* de 
sang pestique de la souche Guérino (1) et la méme quantité dans le 
péritoine. Six jours aprés, un des inoculés (n° 12) meurt. Il est donné 
2 consommer A deux autres congénéres (n°* 13 et 17). Son cerveau et 
sa rate sont broyés ; le mélange traité par les antibiotiques est inoculé 
2 deux nouveaux hérissons (n°* 18 et 19) ; ce dernier meurt quarante- 


huit heures aprés. 


(1) Que M. Donatien a bien -voulu nous envoyer, ce qui nous vaut le 
plaisir de lui dire ici nos remerciements pour l’accweil que nous trouvons 
souvent auprés de lui. 
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Les n°s 11 et 14 montrent a partir du sixitme jour une hyperthermie 
de plusieurs degrés qui se maintient. .Les deux animaux ne mangent 
plus ou trés peu ; résistent moins & la prise et au déroulement. L’infec- 
tion évolue sans manifestations particuliéres jusqu’a la mort, survenue 
respectivement les treiziéme et vingtiéme jours. 

Les n°s 13 et 17, qui ont consommé le cadavre du n° 12, sont immo- 
biles le neuviéme jour. Le n° 18, qui a été inoculé avec le broyat des 
organes de ce méme n° 12, présente les premiéres manifestations le 
septiéme jour. Le n° 13 (infection per os) est sacrifié in, extremis le 
douziéme jour. Tandis que le n° 17 est trouvé mort le dix-huitiéme 
jour. Le n° 18, inoculé avec le broyat du n° 12 (troisiéme passage), suc- 
combe également le douziéme jour. 

L’encéphale et la rate du n° 13 (mort aprés infection par l’appareil 
digestif) sont broyés en sérum physiologique et, aprés traitement par 
la pénicilline et la streptomycine, on inocule 2 cm® de ce mélange sous 
la peau et dans le péritoine de deux porcelets, dont l’un a été immunisé 
par le vaccin au crystal-violet ; malgré cette vaccination, on observe 
une réaction assez vive, dont l’animal se remet cependant, tandis que 
chez le non-vacciné se déclare une peste qui évolue comme celle 
a laquelle succombent les inoculés de la souche Guérino, avec incu- 
bation de cinq jours et hyperthermie a 41°7. 

Mais l’inoculation du broyat de l’encéphale du hérisson n° 18 n’a 
pas provoqué la mort d’un deuxiéme porcelet. Celui-ci, aprés une 
hyperthermie assez nette (40°7) qui a duré plusieurs jours, s’est rapi- 
dement remis. 

Le virus serait-il atténué et l’inoculation du virus pestique dans 
Vencéphale du hérisson aurait-elle un effet comparable 4 celui que 
l’on observe avec certains autres virus, le virus rabique par exemple ? 
Il sera intéressant de le savoir. 

Rappelons le cas du cobaye étudié par Le Chuiton,. Mistral et Dubreuil, 
et aussi par Jansen (1939), qui a pu infecter divers rongeurs par la 
voie cérébrale, mais n’a pu conférer au porcelet ni infection, ni 
immunité. 

En résumé, sur les inoculés, l’un est mort le sixitme jour, un 
deuxiéme le douziéme, un autre le treiziéme, le dernier le vingtiéme 
jour. Les deux infectés par la voie digestive ont succombé les douziéme 
et vingtiéme jours. 

Ainsi, nous pensons pouvoir conclure que le hérisson est réceptif au 
virus de la peste porcine (souche Guérino) ; l’infection est possible par 
Vinoculation dans l’encéphale et aussi par la voie digestive. La trans- 
mission est assurée par passages successifs de hérisson 4 hérisson. 

Ces recherches présentent donc un intérét certain ; le hérisson est 
peut-étre susceptible de nous étre utile dans l’étude expérimentale de 
la peste porcine. 
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UNE NOUVELLE ESPECE MICROBIENNE PATHOGENE 
POUR LE MOUTON : 
CORYNEBACTERIUM TOXINOGENES 


par M. BENITO-TRUJILLO. 


(Institut de Sérothérapie de Toulouse.) 


Dans du pus provenant d’abcés multiples du mouton, nous avons 
trouvé un microbe qui, par l’ensemble de ses caractéres bactériolo- 
giques, nous parait pouvoir étre considéré comme une espéce nouvelle. 

Nous proposons pour ce microbe le nom de Corynebacterium toxino- 
genes, en accord avec Jes normes indiquées par le Code de Nomen- 
clature bactérienne élaboré par le Comité International de Nomen- 
clature : 

Corynebacterium parce que tous ses caractéres sont conformes 4 ceux 
du genre ; 

Toxinogenes parce que sa propriété la plus évidente est la produc- 
tion d’une exotoxine trés active. 

Nous exposons ci-dessous les caractéres que nous avons pu vérifier 
sur cette souche et nous avons l’intention, aprés une étude plus 
compléte et aprés l’appréciation des microbiologistes compétents, de 
l’adresser au Centre de Collection des Types Microbiens. 


Morrnoiocize. — Malgré son grand polymorphisme, ce microbe pré- 
sente trois morphologies essentielles suivant sa provenance : abcés de 
la maladie naturelle, lésions de la maladie expérimentale et culture. 

Les éléments qu’on voit dans le pus présentent une prédominance 
de formes longues, filamenteuses, de plusieurs dizaines de microns de 
longueur et qui, sur un fond Gram négatif, offrent une série de points 
Gram positifs qu’A la suite d’une observation insuffisante on peut 
prendre pour un_ streptocoque plus ou moins capsulé. A cédté, 
s’observent d’autres formes que nous allons décrire et que l’on ren- 
contre dans les lésions expérimentales. Mais ces derniéres formes sont 
rares. 

Dans les lésions expérimentales, on le trouve sous l’aspect d’un 
bacille polymorphe d’environ 2 4 3 microns de longueur sur 0,5 micron 
de large, plus ou moins zébré. Le caractére Gram positif du corps 
bacillaire s’estompe vers les extrémités. 

Dans les cultures, il est plus volumineux et offre plusieurs formes 
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Tableau des caractéres différentiels entre Corynebacterium prais 
— LS 


CULTURES 
ESPECE 
microbienne 


MORPHOLOGIE COLORATION 


) 
Bouillon sérum | Gélose sérum | Sérum coagulé | Lait tourn 


Petites colonies 
avec houppes 


Batonnets de 


x Le milieu reste}Colonies creme 
0,5 a 0,6 sur 


clair, sédi-| ou orange, 


pS 7. A 5 ma + 1 8 > 
C. preisz- 143 y. coloris|Gram + avec) ment granuleux| — plissées, crénelées, iene dans) Non moc 
ESS irréqulierement et} — métachromasie. formation| séches, opa-| 1¢ milieu oo 
formes en Panlvoile ques. n’est pas atta- 
massue. qué. 


Batonnets de 


ta 4 0,3 sr < Trouble, sédi-| Fines colonies Beatles Acidifié ; 

Cc enes 3p quelque-|Gram + avec luti lucidesabords| TOBGeS avec|Acidifie | 

ey | fois pointés| métachromasie ment sglatineur) translucidesabords! Gicestion ou| coagulat 
variété ovine). : ile. rrondis. 2 “13 = 

( ) et formes en Serge aay a non du milieu. 


massue. 
eee Milieu clair, Fines colonies me Mia ee 
C. LE EIS MEM + sans sédiment granulevs be) ore bee : : Non mod 
toxinogenes. C.pyogenes. |  wétachromasie. Sans velle bords varia-| digestion du 


bles. milieu. 


en massue, franchement zébrées, surtout dans les grands éléments. 
Mais jamais ne s’observent les formes du pus. 

On peut dire qu’il présente un véritable pléomorphisme. 

Il se groupe en amas irréguliers. On constate des associations en V 
ou par paires, mais c’est A peine si l’on rencontre des groupements 
en palissade. Les éléments isolés sont nombreux. 


Mosiniré. — Immobile. 
Kn eyaminant en goutte pendante et a l’objectif & immersion, on 
observe les mémes associations que dans les frottis. 


CoLoraTion. — Gram positif, coloré par zones. 

Acido-résistance négative. 

Métachromasie négative. 

Cutrures. — Ensemencé a partir des lésions, ce germe se développe 
lentement, surtout en milieu solide. Mais il faut, dans ce cas, attendre 
quarante-huit & soixante-douze heures pour pouvoir observer des 
colonies trés petites (quelques dixiémes de millimétre). Jusqu’au 
cinquiéme ou sixiéme jour, les colonies ne sont pas trés apparentes. 

L’ascite favorise le développement, mais le sérum l’augmente davan- 
tage encore. 

Le repiquage sur bouillon-sérum améne un développement trés appa- 
rent au bout de vingt-quatre heures et, sur gélose, quarante-huit heures 
sont nécessaires. Aprés adaptation au milieu sérum, son développement 
devient facile (vingt-quatre heures). 
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ynebacterium pyogenes (variété ovine) et Corynebactzrium toxinogenes. 
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POUVOIR PATHOGENE 
GALACTOSE |LEVULOSE | GLUCOSE |MALTosE | saccnarose | P?OPUCTION 
d’exotoxine 
Cobaye Souris 
ee |e — 
Trés sensible 
cb : : F 
35 sr ae ai AF + (orchite vagi-| Sensible. 
nalite). 
{ 
— Pe ee - ; Insensible (voie 
+ léger. a —_ + léger. — Peu sensible. zee itatoe 
Trés sensible,/Sensible par 
= == = — — : : sans orchite} voie sous-cu- 
3 "gd . . . c 
trés active.| ni vaginalite.| tanée. 


Aérobie facultatif. Se développe bien A 37°. pH 7,4. 

Dans certaines cultures, on constate clairement l’existence d’une 
dissociation dans les colonies. A cédté de colonies opaques de 2 mm de 
diamétre, 4 bords légérement festonnés, presque blanches, humides, 
brillantes et un peu rugueuses, on voit de trés petites colonies moins 
opaques, a bords nets, en céne a large base, également brillantes et 
presque de la couleur du milieu. La différence est plus nette lorsque 
les colonies blanches ressortent sur un fond de petites colonies. 


CONSERVATION. — Ce germe se conserve assez bien a 4° (jusqu’a 
présent deux mois). 


CULTURE EN AEROBIOSE. — Bouillon: ne trouble pas le milieu, forme 
de petits flocons donnant un sédiment, sans jamais former de voile, 
sinon au bout de quelques jours une mince pellicule submergée. 

Gélose ordinaire : développement lent, commengant par de trés petites 
colonies qui ne dépassent presque jamais 1 mm de diamétre, opaques, 
blanchatres, plus ou moins aplaties, lisses et de bords réguliers ou 
trés finement festonnés. 

Gélose ascite: aspect analogue & celui de la gélose ordinaire, mais 
développement plus abondant et colonies plus grandes. 

Gélose sérum: méme aspect, mais développement plus exubérant, 
donnant des colonies d’un diamétre allant jusqu’da 1,5 mm. ; 

Les colonies adhérent de moins en moins fortement au milieu, au 
fur et & mesure du vieillissement de la culture, mais elles restent 
humides avec un aspect plus ou moins brillant. 
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L’aspect des colonies est assez constant, mais cependant on observe 
une certaine variation en ce qui concerne le relief, les limites, la 
coloration, l’aspect plus ou moins acuminé. Certaines peuvent étre 
totalement aplaties, d’autres acuminées, en goutte de cire, a4 limites 
nettes ou A limites légérement festonnées, de coloration créme ou 
blanchatre. 

Gélatine en surface: trés faible développement. 

Gélatine en piqdre: faible développement sans liquéfaction. 

Sérum coagulé ; faible développement avec colonies blanches de mor- 
phologie identique a celle décrite ci-dessus, sans pénétration dans le 
milieu ni liquéfaction. 

Lait tournesolé ; développement sans modification. 

Pomme de terre: pas de développement. 

Eau peptonée; développement avec le méme aspect que sur le 
bouillon. 


CULTURE EN ANAEROBIOSE. — Gélose Veillon : développement faible et 
lent dans presque tout le milieu. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES. Action sur les glucides: ne fermente 
pas : le galactose, le lévulose, le xylose, la dulcite. 

Fermente légérement: la dextrine. 

Indol ; négatif. 

Hydrogéne sulfuré: négatif. 

Rouge neutre : pas de réduction. 

Nitrate : ne le réduit pas en nitrites. 

Catalase : positif. 

Uréase : positif. 


PROPRIETES BIOLOGIQUES. — Jusqu’d présent, notre connaissance du 
pouvoir pathogéne de Corynebacterium toxinogenes est limitée & la 
production d’abcés multiples et de certaines mammites chez les ovins. 

Expérimentalement, il est pathogéne pour le cobaye et pour !a 
souris. 

A. Cobaye. — JInoculé par voie sous-cutanée, on obtient un abcés 
avec escarre séche au point d’inoculation en dix & quinze jours. Sur 
le cadavre, l’abcés n’est jamais ouvert et renferme un pus caséeux 
mal lié. Altération vasculaire généralisée. Ganglions axillaires et ingui- 
naux caséifiés. Foyers de méme nature en divers points de l’organisme. 
Amaigrissement accentué. Foie plus pale et rate légérement hyper- 
trophiée. Tous les autres organes congestionnés. Les microbes se 
trouvent dans tous les foyers cas¢ifiés d’ot on l’isole assez facilement. 

Par voie intrapéritonéale, le cobaye meurt presque toujours au bout 
de vingt-quatre heures, avec formation d’un petit point blanc au lieu 
inoculation. Altération vasculaire généralisée. Infarctus ganglionnaire 
inguinal. Péritonite fibrineuse avec formation de nodules blanchatres 
surtout dans l’épiploon. Sur le foie, la rate, l’intestin, mémes lésions, 
mais moins nombreuses. Pas d’orchite ni de vaginalite. Lésions conges- 
tives ou hémorragiques sur le poumon. Dans toutes les lésions 
d’aspect caséeux se trouve aisément le germe qui peut. en étre facile- 
ment isolé. 


Par voie intracardiaque, le cobaye meurt vers la vingt-quatriéme 
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heure. Point blanc au lieu d’inoculation. Altération vasculaire géné- 
ralisée. Pneumonie nodulaire. 
B. Souris. — Inoculation sous-cutanée : mort vers le quatriéme jour. 


A Vautopsie, lésions locales sans suppuration. Altération vasculaire 
généralisée. 


PRODUCTION D’EXOTOXINE. — Corynebacterium toxinogenes produit une 
exotoxine trés active sur le cobaye et sans activité sur la souris. 

Inoculé au cobaye par voie intracardiaque ou sous-cutanée, elle !e 
tue vers la vingt-quatriéme heure, par voie intrapéritonéale, entre 
quarante-huit et soixante-douze heures. Les Iésions sont dans tous les 
cas les mémes, se traduisant par une gastro-entérite plus ou moins 
hémorragique qui donne parfois 4 l’estomac l’aspect d’une tache de 
sang. 

Nous pensons pour diverses raisons que ce microbe présente des 
formes filtrables décelables par la culture artificielle A partir du filtrat 
récent. 

Par son origine et en raison de ses caractéres généraux, ce germe 
pourrait faire penser, soit A Corynebacterium preisz-nocardi, soit plu- 
lot a Corynebacterium pyogenes, surtout & la variété ovine. 

C’est pourquoi nous exposons dans le tableau synoptique ci-joint les 
caractéres différentiels entre ces microbes et Corynebacterium toxino- 
genes. 


ConcLusion. — Nous estimons que Corynebacterium toxinogenes cons- 
titue une espéce microbienne nouvelle confondue jusqu’ici avec Coryne- 
bacterium pyogenes. 


RtésumE. — Corynebacterium tozinogenes a plus de caractéres com- 
muns avec Corynebaclerium pyogenes qu’avec Corynebacterium preisz- 
nocardi. Il ne présente pas de métachromasie, donne des colonies 
opayues, ne modifie pas le lait, ne fermente ni le lévulose ni le saccha- 
rose, produit de l’uréase, est pathogéne pour la souris par voie sous- 
cutanée, mais son caractére le plus saillant est la formation d’une 
exotoxine trés active. Cette propriété est, 4 notre avis, suffisante pour 
que l’on puisse considérer Corynebacterium toxinogenes comme une 
espece nouvelle en notant que ses différences par rapport au Coryne- 
bacterium pyogenes (variété ovine) sont encore plus accentuées en ce 
qui concerne l’espéce-type pyogenes. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans_ les 
Annales de l'Institut Pasleur : 


Sur un milieu sélectif pour l’isolement de « Brucella meli- 
tensis », par G. Renovux. 


Essais comparatifs d’immunisation du rat blanc contre la 
brucellose expérimentale au moyen de vaccin vivant et de 
vaccin tué, par H. Jacoror, A. Variin et A. Le Prion. 
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Contribution 4 l'étude électrophorétique du sérum des ron- 
geurs, par S. Arsouys, J. Fine et A. EyQuem. 


Hétéro-hémagglutinines dans le régne animal, par J. Fie, 
A. Eyquem et M. Mariiovux. 


Purification de la toxine et de l’anatoxine staphylococciques 4g, 
par A. Turpin, E. H. Retyventp, J. Pitter et M. Raynaup. 


Purification de la toxine diphtérique. Contréle qualitatif des 
fractions par la méthode de précipitation spécifique en gel, 
par E. H. Revyvetp, A. Turpin, A. Larrarmue, C. Paris et M. Raynaup. 


Etudes sur les « E. coli » isolées au cours de gastro-entérites 
infantiles. II. Sensibilité aux antibiotiques, par Y. Cxasserr, 
Simone Le Minor, L. Le Minor et P. Nicon.e. 
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